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INFOLEHT  
 
dCas9-KRAB liitvalgu mõju AIRE partnervalkude ekspressioonile 
Autoimmuunhaiguste tekke vältimiseks toimub tüümuse säsi rakkudes autoantigeenide 
presenteerimine arenevatele T-rakkudele, mille käigus elimineeritakse autoreaktiivsed T-
rakud enne perifeersetesse kudedesse migreerumist. Autoantigeenide avaldumise eest 
tüümuses vastutab suures osas autoimmuunsuse regulaator AIRE. Oma funktsiooni 
saavutamiseks interakteerub AIRE mitmete partnervalkudega, millest paljusid on AIRE 
kontekstis vähe uuritud. Selles töös kasutatakse CRISPR interferents meetodit, et uurida 
valiku AIRE interaktsioonipartnerite geeniekspressiooni vaigistamise mõju AIRE 
sihtmärkgeenide ekspressioonile. Kasutatud AIRE-HEK/Tet mudelsüsteemis jõutakse 
mitmete valkude geeniekspressiooni alla reguleerimiseni, kuid muutust AIRE 
sihtmärkgeenide ekspressioonis ei nähtud. 
Märksõnad: immuuntolerantsus, autoimmuunsus, AIRE, APS1, CRISPR-Cas, CRISPRi  
CERCS kood: B220 Geneetika, tsütogeneetika 
 
The impact of dCas9-KRAB fusion protein on the expression of AIRE’s partner proteins 
In order to prevent the development of autoimmune diseases, thousands of autoantigens are 
presented to developing T cells in the thymic medulla. Autoreactive T cells are eliminated 
before migrating to the peripheral tissues. The autoimmune regulator AIRE is largely 
responsible for the expression of autoantigens in the thymus. To achieve its function, AIRE 
interacts with a number of partner proteins, many of which have been little studied in the 
context of AIRE. In this work, the CRISPR interference method is used to down regulate the 
gene expression of a selection of AIRE interaction partners to investigate its effect on the 
expression of AIRE target genes. In the model system used, the gene expression of several 
proteins is down regulated, but no change in the expression of AIRE target genes was 
observed. 
Keywords: immune tolerance, autoimmunity, AIRE, APS1, CRISPR-Cas, CRISPRi 
CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics 
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KASUTATUD LÜHENDID 
AIRE- autoimmune regulator, autoimmuunsus regulaator 
APECED- Autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy, 
autoimmuunne polüendokriinne kandidoos ektodermaalne düstroofia  
APS1- Autoimmune polyendocrine syndrome type 1, autoimmuune polüendokriinne 
sündroom 1 
ATF7ip- Activating transcription factor 7-interacting protein, aktiveeriva transkriptsiooni 
faktoriga 7 interakteeruv valk  
BRD4- bromodomain containing protein 4, bromodomeeni sisaldav valk 4 
CARD- Caspase recruitment domain, kaspaase värbav domeen 
CARF- CRISPR-associated Rossman fold, CRISPR-assotsieerunud Rossmani volt 
Cas- CRISPR-associated, CRISPR-iga assotsieerunud 
CBP- CREB-binding protein, CREB-iga seonduv valk 
CD- cluster of differentiation, diferentseerumise klaster 
CREB- cAMP-responsive element binding, cAMP vastuselemendile seonduv 
CRISPR- clustered regularly interspaced short palindromic repeats, klasterdunud 
regulaarsete vahetega lühikesed palindroomsed kordused 
CRISPRa- CRISPR aktivatsioon 
CRISPRi- CRISPR interferents  
crRNA- CRISPR-RNA 
Csn2- CRISPR-associated protein Csn2, CRISPR-assotsieerunud valk Csn2 
cTEC- cortical thymic epithelial cells, kortikaalsed tüümuse epiteeli rakud  
dCas9- dead Cas9, surnud Cas9 
DNA-PK- DNA-dependent protein kinase- DNA-sõltuv proteiinkinaas 
gRNA- guide RNA, juhtiv RNA  
HDR- homology directed repair, homoloogia suunatud parandamine 
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HNH- histidiin, asparagiin, histidiin 
HP1- heterochromatin protein 1, heterokromatiini valk 1 
IL- interleukiin 
KAP1- KRAB-associated protein 1,  KRAB-assotsieerunud valk 1 
KRAB- Krüppel-associated box  
LMNB1- Lamin B1, lamiin B1 
MBD1- Methyl-CpG-binding domain protein 1, metüleeritud CpG saartele seonduv valk 1 
MHC- major histocompatibility complex, peamine koesobivuskompleks 
mTEC- medullary thymic epithelial cells, medullarsed tüümuse epiteeli rakud 
NHEJ- nonhomologous end joining, mittehomoloogne otste ühendamine  
NLS- nuclear localization signal, tuuma lokalisatsiooni signaal 
NuRD- nucleosome remodeling deacetylase, nukleosoome remodelleeriv deatsetülaas 
PAM- protospacer adjacent motif, eraldajaga külgnev motiiv 
PARP1- Poly[ADP-ribose]polymerase 1, polü[ADP-riboos]polümeraas 1 
PHD- plant homeodomain, PHD tsinsõrme tüüpi valgudomeen 
pre-crRNA- pre-CRISPR-RNA  
P-TEFb- positive transcription elongation factor b, positiivne transkriptsiooni elongatsiooni 
faktor b 
RANBP2- RAN binding protein 2, RAN-seonduv valk 2 
RNAi- RNA interferents 
RuvBL1- RuvB-like 1, RuvB-sarnane 1 
RuvBL2- RuvB-like 2, RuvB-sarnane 2 
SAND- Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1 
SETB1- SET Domain Bifurcated Histone Lysine Methyltransferase 1, SET domeeniga 
histooni lüsiini metüültransferaas 1 
TCR- T-cell receptor, T-raku retseptor  
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TOP2A- topoisomerase 2a, topoisomeraas 2a 
TOP2B- topoisomerase 2b, topoisomeraas 2b 
TRA- tissue-restricted antigen 
tracrRNA- trans-activating crRNA, transaktiveeriv crRNA 
TSS- transcription start site, transkriptsiooni alguskoht 
VP16- viral protein 16, viiruse valk 16 
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SISSEJUHATUS 
Immuunsüsteemi ülesandeks on võidelda organismi tunginud haigustekitajatega ning 
sealjuures mitte käivitada immuunreaktsioone kehaomaste molekulide vastu. Sellise seisundi, 
mida nimetatakse immuuntolerantsuseks, saavutamiseks toimub tüümuses T-rakkude 
küpsemine.  Küpsemise käigus presenteeritakse arenevatele T-rakkudele tuhandeid 
kehaomaseid peptiide. Juhul, kui T-rakul tekib nende peptiidide suhtes tugev reaktsioon, 
eemaldatakse ta enne perifeersetesse kudedesse migreerumist, et vältida immuunrünnakuid 
organismi enda rakkude ja kudede vastu.  
Kehaomaste peptiidide ekspresseerimine toimub tüümuse säsi rakkudes ning selle protsessi 
eest vastutab suures osas autoimmuunsuse regulaator valk AIRE. AIRE vajab transkriptsiooni 
reguleerimiseks mitmeid partnervalke, mis võimaldavad tal kromatiinile seonduda ja seda 
remodelleerida ning osaleda ka transkriptsiooni initsiatsioonil ja elongatsioonil. Paljusid 
nendest interaktsioonipartneritest on AIRE kontekstis vähe uuritud, mistõttu on lõplikud 
AIRE geeniregulatsiooni mehhanismid ebaselged.  
Valkude funktsionaalseid uuringuid tehakse tihti neile vastavate geenide ekspressiooni 
mahasurumisega, et näha, milline mõju on valgu puudumisel rakulistele protsessidele. Selles 
töös on kasutusele võetud CRISPR-Cas süsteemil põhinev CRISPRi (CRISPR interferents) 
meetod, mis kasutab dCas9-KRAB liitvalku, et valitud geenide ekspressiooni alla reguleerida.  
Töös analüüsitakse CRISPRi meetodil toimivaid mudelsüsteeme ning otsitakse seoseid, 
kuidas AIRE interaktsioonipartnerite geeniekspressiooni vaigistamine mõjutab AIRE 
sihtmärkgeenide avaldumist.  
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1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE  
1.1 Immuuntolerantsus 
 
Immuunsüsteemi põhiülesandeks on pakkuda peremeesorganismile kaitset patogeenide eest 
sealjuures teda ennast kahjustamata. Selle tulemusena tekib organismis immuuntolerantsus: 
võime hoida ära immuunreaktsioone enda kehast pärit valkude ja muude molekulide vastu, 
mida kollektiivselt nimetatakse ka autoantigeenideks. Kui aga immuunsüsteem asub hävitama 
organismi enda rakke ja kudesid, on tegemist autoimmuunsusega. (Schwartz, 2012) 
Immuuntolerantsuse keskseks tekkemehhanismiks on tümotsüütide küpsemine tüümuses, 
millega takistatakse oma keha ründavate autoreaktiivsete T-rakkude migratsioon 
perifeersetesse kudedesse. Peamisteks osalevateks rakutüüpideks on tüümuse kortikaalsed ja 
medullaarsed epiteelirakud: vastavalt cTEC-id (cortical thymic epithelial cells) ja mTEC-id 
(medullary thymic epithelial cells). (Kurd ja Robey, 2016) 
Tüümuse koores ehk korteksis toimub T-rakkude positiivne selektsioon. Luuüdist pärinevate 
tümotsüütide eellasrakkude esimene samm diferentseerunud T-rakkude suunas on T-raku 
retseptori ehk TCR-i (T cell receptor) ning CD4 ja CD8 retseptorite ekspresseerimine raku 
pinnal. Tümotsüüdi järgmiseks ülesandeks on TCR-i abil ära tunda cTEC-ide pinnal asuvaid 
autoantigeenidega kompleksis olevaid I ja II klassi peamiste koesobivuskomplekside MHCI ja 
MHCII (major histocompatibility complex) molekule. Kui TCR-i ning MHC molekuli 
vaheline interaktsioon puudub, suunatakse tümotsüüt apoptoosi. Mõõduka interaktsiooni järel 
jääb tümotsüüt ellu ning areneb edasi kas CD4+ või CD8+ positiivseks tümotsüüdiks. (Klein 
et al., 2009; Kurd ja Robey, 2016) 
Peale positiivset selektsiooni liiguvad tümotsüüdid tüümuse säsisse, kus toimub mTEC-ide 
poolt vahendatud tümotsüütide negatiivne selektsioon. CD4+ või CD8+ rakud viibivad säsis 
4-5 päeva (McCaughtry et al., 2007). Selle aja sees ekspresseerivad mTEC-d tuhandeid 
organismi enda autoantigeene, millest paljud on koespetsiifilised (TRA, tissue restricted 
antigeen) (Derbinski et al., 2001). TRA-d lõhutakse peptiidideks, mida esitletakse MHC I ja 
II komplekside kaudu tümotsüütidele (Blum et al., 2013) Seejuures on huvitav märkida, et 
mTEC-id võivad osad peptiid-MHC kompleksid üle kanda ka dendriitrakkudele (Kurts  et al., 
2010). Tümotsüüdid, mis reageerivad väga tugevalt TRA-dega ja on seetõttu potentsiaalselt 
autoreaktiivsed, hävitatakse apoptoosi teel (Starr et al., 2003). Enamike TRA-de  
ekspressiooni reguleerib valk nimega autoimmuunsuse regulaator (AIRE, Autoimmune 
regulator) (Anderson et al., 2002).  
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1.2 AIRE geen ja valk  
 
AIRE on transkriptsiooni regulaator, mis aktiveerib tüümuse säsi epiteelirakkudes rohkem kui 
3000 geeni ekspressiooni (Sansom et al., 2014). Inimese AIRE geen asub 21. kromosoomi 
22q.3 regioonis (Nagamine et al., 1997) ning AIRE-sõltuvad geenid asuvad 
kromosomaalsetes klastrites (Gotter et al., 2004). AIRE valk osaleb ka alternatiivses mRNA 
splaissimises, mis võimaldab mitmekesist autoantigeenide esitlemist (Danan-Gotthold et al., 
2016). AIRE asub tuumakehakestes (Bjorses et al., 1999) ning assotsieerub ka 
tuumamaatriksiga (Tao et al., 2006). Koespetsiifiliste antigeenide ekspressiooni hoitakse 
mTEC-des sellisel tasemel, mis oleks tüümuse füsioloogiale turvaline, kuid 
immuuntolerantsuse tekkeks efektiivne (Derbinski et al., 2008). Selleks on AIRE-l võime 
multimeriseerumise ning histoonidele seondumisega represseerida ligipääsetavust 
kromatiinile. Nii limiteerib AIRE TRA-de ekspressiooni kestust ja taset ning ka rakkude arvu, 
mis kindlat TRA-d ekspresseerivad. (Koh et al., 2018) Iga TRA-d ekspresseeritakse  umbes 1-
3 protsendis juhuslikes mTEC rakkudes (Derbinski et al., 2008), sealjuures ekspresseerib iga 
mTEC mitut TRA-d ning nende ekspressioon on ajutine (Pinto et al., 2013). AIRE valku 
toodetakse ka sekundaarsetes lümfoidorganites, kuid selle funktsioon on teadmata (Eldershaw 
et al., 2011). 
AIRE valgul on mitmeid funktsionaalseid domeene: kaspaase aktiveeriv ja värbav domeen 
CARD (caspase recruitment domain), tuuma lokalisatsiooni signaal (NLS, nuclear 
localization signal), SAND (Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1) domeen, kaks PHD (plant 
homeodomain) tsinksõrme tüüpi domeeni ja neli LXXLL motiivi. Need domeenid 
võimaldavad interaktsioone mitmete valkudega. (Perniola ja Musco, 2014) SAND domeen 
vahendab Aire seondumist ATF7ip (activating transcription factor 7 interacting protein) 
valguga, mis kompleksis MBD1 (Methyl-CpG-binding domain protein 1) valguga juhatab 
Aire metüleeritud CpG saarte piirkondades asuvate sihtmärkgeenideni (Waterfield et al., 
2014). LXXLL motiivid on iseloomulikud valkudele, mis osalevad transkriptsioonis 
koaktivaatori või korepressorina (Plevin et al., 2005). Nad vahendavad interaktsioone teiste 
LXXLL motiivi kandvate valkudega, nagu näiteks CBP (CREB-binding protein) (Torchia et 
al., 1997). PHD1 domeen tunneb ära ja seostub histoon H3 4. positsioonis olevatele 
metüleerimata lüsiinidele  (Org et al., 2008). PHD2 on aga positiivselt laetud ning seega 
histoonidega ei interakteeru, kuid on AIRE tööks siiski hädavajalik. Mutatsioonid AIRE-
PHD2 järjestuses põhjustavad AIRE sihtmärkgeenide ekspressiooni langust. (Gaetani et al., 
2012) 
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1.3 AIRE partnervalgud 
 
AIRE aktiveerib geeniekspressiooni, olles osa multimolekulaarsest kompleksist. AIRE jõuab 
tuuma, interakteerudes tuumapoori kompleksiga assotsieeruvate valkudega, nt RANBP2 
(RAN binding protein 2) (Abramson et al., 2010). Seal värvatakse ta geenide transkriptsiooni 
alguskohtadesse (TSS, transcription start site), mis kannavad repressiivseid kromatiini 
modifikatsioone nagu metüleerimata histoon H3 4. lüsiinijääk (H3K4me0) (Org et al., 2009) 
ning trimetüleeritud histoon H3 27. lüsiinijääk (H3K27me3) (Sansom et al., 2014). 
Topoisomeraasid (TOP2A ja TOP2B) teevad seejärel TSS-i kaheahelalisi DNA katkeid, mille 
initsieeritud kromatiini muutused värbavad kohale DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) 
ja PARP1 (Poly[ADP-ribose]polymerase 1) valgud. DNA-PK, mis koosneb DNA-PK 
katalüütilisest subühikust ning Ku70 ja Ku80 valgust (Smith and Jackson, 1999), fosforüülib 
AIRE-t (Liiv et al., 2008) ning osaleb DNA katkete parandamisel mittehomoloogsete otste 
ühendamise läbi (NHEJ, non-homologous end joining) (Dobbs et al., 2010). See, et AIRE 
funktsioon sõltub kaheahelalistest DNA katketest, ilmneb ka interaktsioonist histooniga 
H2A.X, mis on iseloomulik DNA katkete toimumiskohtadele (Abramson et al., 2010). 
PARP1 modifitseerib histooni H1, mille tulemusel see eemaldatakse promootoritelt ning 
kromatiini struktuur lõdveneb (Ju et al., 2006; Abramson et al., 2010). AIRE 
partnervalkudeks on ka teisi kromatiini remodelleerijaid, nagu RuvBL1 (RuvB-like 1) ja 
RuvBL2 (RuvB-like 2) (Gaetani et al., 2012) ning KAP1 (KRAB-associated protein-1) 
(Abramson et al., 2010). Ka lamiin B1 (LMNB1, lamin B1) on AIRE-ga interakteeruv partner 
(Abramson et al., 2010). Lamiinid on tuumamaatriksi komponendid, mis on platvormiks 
transkriptsioonifaktorite kromatiinist eemal hoidmiseks (Heessen ja Fornerod, 2007). AIRE 
partnervalk CBP atsetüleerib AIRE CARD domeeni. Atsetüleeritud CARD domeen 
võimaldab omakorda BRD4 (bromodomain containing protein 4) valgu seondumist Aire-ga, 
mis on sillaks Aire ja P-TEFb (positive transcription elongation factor b) vahel. (Yoshida et 
al., 2015) Samas on ka näidatud, et AIRE seondub P-TEFb-ga BRD4-st sõltumatult (Huang et 
al., 2018). Igal juhul näitab interaktsioon P-TEFb-ga, et AIRE osaleb geeniekspressiooni 
regulatsioonis ka transkriptsiooni initsiatsiooni järgselt (Oven et al., 2007).  
1.4 APS1 
 
AIRE geeni mutatsioonide tagajärjel ekspresseeritakse ainult väike osa TRA repertuaarist 
(Anderson et al., 2002), mis viib APS1 (autoimmuunne polüendokriinne sündroom 1) ehk 
APECED (autoimmuunne polüendokriinne kandidoos ektodermaalne düstroofia) tekkele 
(Husebye et al., 2009). AIRE geenis on identifitseeritud üle 100 erineva mutatsiooni, millest 
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kõige levinum on varajast stoppkoodonit põhjustav R257X, mida leidub peamiselt Soome ja 
Ida-Euroopa patsientides (Orlova et al., 2010). Sündroomi olulisemateks sümptomiteks on 
hüpoparatüreoidism, primaarne neerupealiste puudulikkus (Addison’i tõbi) ja krooniline 
mukokutaanne kandidoos (Husebye et al., 2009). Patsientidel tekivad autoantikehad 1. tüüpi 
interferoonide IL-17A, IL-17F ja IL-22 vastu, mis on olulised tsütokiinid põletikuprotsessides 
ja Candida infektsiooni vastases kaitses (Kisand et al., 2010; Puel et al., 2010). Kuigi APS1 
patsiendid kannavad tavaliselt AIRE mutatsioone mõlemas alleelis, on leitud ka monoalleelse 
AIRE mutatsiooniga patsiente. Mõned nendest mutatsioonidest väljenduvad leebemate 
autoimmuunsete haiguste fenotüüpidena, mistõttu võib AIRE geeni mutatsioonide kandlus 
olla suurem kui seni arvatud. (Oftedal et al., 2015) 
1.5 CRISPR/Cas süsteemi bioloogiline mehhanism 
 
CRISPR-Cas on prokarüootide adaptiivne immuunsüsteem, mis kasutab RNA-juhitud 
nukleaase, et lõigata võõraid geneetilisi elemente (Garneau et al., 2010). CRISPR-Cas 
tööprintsiibi põhjal on välja töötatud geenitehnoloogiline meetod, mis võimaldab nii 
eukarüootide kui prokarüootide genoomiga manipuleerimist ning transkriptsiooni 
reguleerimist.  
Esimest korda kirjeldati CRISPR lookust 1987. aastal, mil E. coli genoomist leiti 
kordusjärjestusi, mis vaheldusid lühikeste mittekonserveerunud järjestustega (Ishino et al., 
1987). Suuremate avastusteni jõuti võrdleva genoomika uuringutega, kus leiti, et lähedases 
suguluses olevate Streptococcus thermophilus’e tüvede genoomides leiduvad ülivarieeruvad 
alad, mis on klasterdunud regulaarsete vahedega lühikesteks palindroomseteks kordusteks. 
Tulenevalt inglisekeelsest kirjeldusest „clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats“ nimetati antud piirkonnad CRISPR lookusteks. (Jansen et al., 2002) 
CRISPR lookused koosnevad ühesuunalistest mittekontiigsetest kordustest, mille vahele 
jäävad varieeruvad eraldajajärjestusted (ingl k spacer). CRISPR lookuste kõrval asuvad cas 
ehk CRISPR-assotsieerunud (ingl k CRISPR-associated) geenid. (Jansen et al., 2002) 
Mitmete in silico analüüsidega on leitud, et CRISPR lookuses paiknevatel varieeruvatel DNA 
lõikudel on homoloogiaid bakteriofaagide ning plasmiidide järjestustega (Bolotin et al., 2005; 
Mojica et al., 2005). Aastal 2006 püstitati hüpotees, et CRISPR-Cas on prokarüootide 
kaitsesüsteem võitlemaks DNA ning RNA võõrelementidega RNA interferentsi (RNAi) 
põhimõttel. Hüpoteesini jõuti peale mitmete cas geenide kodeeritud Cas valkude avastamist, 
mis osalevad nii võõra pärilikkusaine lagundamisel kui ka uute eraldajate lisamisel CRISPR 
lookusesse. (Makarova et al., 2006) Järgmisel aastal tõestati, et lisades CRISPR lookusesse 
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ühest kindlast bakteriofaagist pärit DNA eraldajajärjestus, muutub bakter selle faagi vastu 
resistentseks. See avastus kinnitas, et CRISPR-Cas on prokarüootide adaptiivne 
immuunsüsteem. (Barrangou et al., 2007)  
Cas geenide poolt kodeeritud Cas valgud varieeruvad oluliselt liigiti. Nende põhjal on 
CRISPR-Cas süsteemid jagatud kaheks klassiks, millest klass 1 koosneb tüüpidest I, III ja IV 
ning klass 2 tüüpidest II ja V (joonis 1) (Makarova et al., 2015).  
 
 
Joonis 1. CRISPR-Cas süsteemide klassifikatsioon. Cas valgud jaotatakse kahte klassi, 
millest esimesse kuuluvad tüübid I, III ja IV ning teise tüübid II ja V. Klassideüleselt 
jagatakse valgud funktsiooni alusel nelja gruppi: ekspressioon, interferents, adaptatsioon ja 
regulatsioon. (Makarova et al., 2015, modifitseeritud).  
 
Cas valgud on klassideüleselt jagatud nelja funktsionaalsesse gruppi. Esimesse gruppi 
(ekspressioon) kuuluvad valgud töötlevad CRISPR-vahendatud immuunsuseks vajalikke 
mitteküpseid  CRISPR RNA (pre-crRNA) molekule küpseteks crRNA-deks. Tüüp I ja III 
puhul on vastutavaks valguks Cas6 (Wang et al., 2011), tüüp II puhul RNaas III ning Cas9 
(Deltcheva et al., 2011). Teise gruppi (interferents) kuuluvad valgud osalevad nii võõr-DNA-
ga seondumisel kui ka selle lõikamisel. Tüüp I ja III süsteemide puhul kannab seda 
funktsiooni crRNA efektorkompleks, mis koosneb mitmetest valkudest (Huo et al., 2014; 
Samai et al., 2015). Tüüp II süsteemides on sihtmärk-DNA lõikamiseks vajalik ainult Cas9 
(Sapranauskas et al., 2011). Kolmandasse gruppi (adaptatsioon) kuuluvad valgud sisestavad 
uusi eraldajajärjestusi CRISPR lookusesse. Nendeks valkudeks on igas alatüübis Cas1 ja Cas2 
(Nuñez et al., 2014), lisaks osalevad ka Cas4 (Hooton ja Connerton, 2015) ning tüüp II puhul 
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Cas9 (Heler et al., 2015). Neljanda grupi valgud (regulatsioon) kannavad regulatoorseid või 
abistavaid rolle. Nende hulka loetakse CARF (CRISPR-associated Rossman fold) domeeniga 
valgud, mille CARF domeen vahendab signaale võõr-DNA-d või -RNA-d lagundavate 
nukleaasse aktiivsusega domeenide ning seondunud ligandide vahel (Makarova et al., 2014). 
Samasse gruppi kuuluv Csn2 osaleb uute eraldajajärjestuste lisamisel CRISPR-lookusesse 
(Arslan et al., 2013).  
Kuna kõikidest CRISPR-Cas tüüpidest on tüüp II süsteem kõige paremini kirjeldatud ning 
vajab võõr-DNA lagundamiseks vaid ühte efektorvalku, on ka põhilised geenitehnoloogilised 
meetodid üles ehitatud tüüp II süsteemile. 
Selle aluseks on iga eraldajajärjestuse kõrval asuv 2-5 aluspaari pikkune eraldajajärjestusega 
külgnev motiiv ehk PAM (protospacer adjacent motif) järjestus (Bolotin et al., 2005; Mojica 
et al., 2009). Tüüp II CRISPR süsteemi puhul teeb Cas9 bakteriofaagide ja plasmiidide DNA-
sse kaheahelalisi katkeid 3 nukleotiidi PAM-järjestusest 5’ suunas (Garneau et al., 2010). 
Tõeline läbimurre saabus katsetega, millega näidati, et kandes Streptococcus thermophilus’e 
tüüp II CRISPR/Cas9 süsteem üle Escherichia coli’le tekib ka E. coli’s vastav immuunsus. 
Nii veenduti, et kõik vajalikud CRISPR/Cas9 süsteemi osad olid identifitseeritud ning ühest 
liigist pärit süsteemi saab kasutada ka teistes liikides. (Sapranauskas et al., 2011)  
Üheks CRISPR-vahendatud immuunsuse võtmesündmuseks on CRISPR lookusest 
transkribeeritud pre-crRNA töötlemine tracrRNA (trans-activating crRNA) abil küpseks 
crRNA-ks. Pre-crRNA on pikk RNA molekul, mis sisaldab mitmeid eraldajajärjestusi, mis on 
pärit eksogeensetest nukleiinhapetest, millega bakter on eelnevalt kokku puutunud. TracrRNA 
transkribeeritakse CRISPR lookuse suhtes vastasahelalt ning see kannab komplementaarseid 
RNA lõike CRISPR lookuses asuvate kordusjärjestustega. Järgnevalt toimub pre-crRNA ning 
tracrRNA omavaheline seondumine osalise komplementaarsuse alusel. Tekkinud dupleksit 
lõikab Rnaas III ning tulemuseks on crRNA:tracrRNA kompleks, mis sisaldab ainult ühte 
eraldajajärjestust. (Deltcheva et al., 2011) See kompleks saab seejärel seonduda Cas9 valguga 
ning moodustunud ribonukleoproteiinkompleks leiab eraldaja ja PAM järjestuste järgi üles 
rakku tunginud võõr-DNA. Cas9 valgu HNH (histidiin, asparagiin, histidiin) nukleaasne 
domeen lõikab seejärel võõr-DNA komplementaarset ahelat ja RuvC-sarnane domeen 
mittekomplementaarset ahelat (Jinek et al., 2012). 
1.6 CRISPR-Cas9 kasutamine molekulaarbioloogias 
 
Kõik eelnevad avastused on sillutanud teed praeguseks ühe enimkasutatud mutageense 
geenitehnoloogilise meetodini. CRISPR-Cas9 lihtsustamiseks on välja töötatud süsteem, mis 
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kasutab crRNA ning tracrRNA liittranskripti. Seega on kahe RNA asemel vajalik vaid üks 
juhtiv RNA, gRNA (guide RNA) (Jinek et al., 2012; Mali et al., 2013). Sealjuures 
nimetatakse tracrRNA-d ka gRNA raamiks (scaffold), kuna selle eesmärgiks on gRNA ning 
Cas9 molekuli kompleksiks seondamine (Karvelis et al., 2013). Selline lähenemine kaotab 
vajaduse CRISPR süsteemi kuuluvate RNA-töötlemises osalevate valkude kasutamise järele 
ning hõlbustab süsteemi kasutamist molekulaargeneetilise tööriistana. 
Kõige enam kasutatakse geenijärjestuste muutmiseks tüüp II CRISPR süsteemi ning bakterist 
Streptococcus pyogenes pärit Cas9 valku (Cho et al., 2013). Mutatsioonide tekitamiseks tuleb 
esmalt disainida huvipakkuva regiooni vastu sobilik gRNA. Cas9/gRNA kompleks seondub 
seejärel gRNA sihtmärgiks olevale kaheahelalisele DNA lõigule. Seondumiseks on vajalik, et 
gRNA sihtmärkjärjestusele järgneks PAM järjestus. Seejärel teeb Cas9 PAM-ist 3 aluspaari 5’ 
suunas kaheahelalise DNA katke, mida rakud saavad parandada kahel viisil: NHEJ ning 
homoloogia poolt suunatud parandamine (HDR, homology-directed repair). (Cho et al., 2013) 
NHEJ kasutamise tagajärjeks on lühikeste indel-mutatsioonide tekkimine lõikekohtadesse, 
mis võib viia raaminihke mutatsiooni tekkeni (Hefferin ja Tomkinson, 2005). Homoloogilise 
rekombinatsiooni korral on võimalik lõikekohtadesse viia eksogeense DNA põhjal uusi 
järjestusi (knock-in), tekitades lõikekohas spetsiifilisi mutatsioone (joonis 2) (Capecchi, 
1989). 
 
Joonis 2. CRISPR-Cas9 süsteemi vahendatud mutatsioonide tegemine. Cas9 ja gRNA 
kompleksi moodustamise järel seondub kompleks sihtmärkjärjestusele, kuhu Cas9 teeb 
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kaheahelalise DNA katke. See parandatakse kas mittehomoloogse otste ühendamise või 
homoloogia suunatud parandamise läbi. Esimesel juhul tekivad sihtmärkjärjestusse juhuslikud 
mutatsioonid, teisel juhul viiakse lõikekohta soovitud DNA järjestus. 
(https://www.addgene.org/crispr/history/, modifitseeritud) 
1.7 CRISPR-Cas süsteemi edasiarendused  
 
CRISPR-Cas9 süsteemist on tehtud ka mitmeid edasiarendusi. Need baseeruvad katalüütiliselt 
„surnud“ (ingl k dead) Cas9 molekulil (dCas9), mille RuvC1 ja HNH nukleaasi domeenidesse 
on viidud mutatsioonid (vastavalt D10A ja H841A), mistõttu ei ole dCas9 enam võimeline 
sihtmärk-DNA-d lõikama. Küll aga on dCas9 jätkuvalt võimeline gRNA juhtimisel DNA-ga 
kohtspetsiifiliselt seonduma. (Qi et al., 2013)  
Üks CRISPR-dCas9 alaliikidest on CRISPR-l põhinev interferents (CRISPRi), mille puhul on 
DNA-le seondunud gRNA:dCas9 füüsiliseks transkriptsiooni elongatsiooni takistuseks, 
pärssides RNA polümeraasil DNA-l liikumist ning vaigistades seeläbi bakterite 
geeniekspressiooni. (Qi et al., 2013) Imetajarakkudes on aga geenide avaldumise tugeva 
vaigistamise ehk knockdown efekti saamiseks kasutusele võetud dCas9 versioon, mille N-
terminaalse osa külge on seotud KRAB (ingl k Krüppel-associated box) repressordomeen 
ning mis on kompleksis transkriptsiooni alguskoha vastu disainitud gRNA-ga (Gilbert et al., 
2013). KRAB-domeen värbab promootorpiirkonda KAP1, HP1 (heterochromatin protein 1), 
histooni metüültransferaasi SETB1 (SET Domain Bifurcated Histone Lysine 
Methyltransferase 1) ning nukleosoome remodelleeriva ja deatsetüleeriva kompleksi NuRD 
(nucleosome remodeling deacetylase), mis viivad antud piirkonnas heterokromatiini tekkele 
ning geeni vaigistamisele (Schultz et al., 2001, 2002; Lupo et al., 2013). Eksperimentaalselt 
on näidatud, et dCas9-KRAB liitvalguga on HEK293 rakkudes võimalik saavutada kuni 15-
kordset geeni knockdown efekti (Gilbert et al., 2013). Sealjuures saavutatakse suurim 
knockdown efekt disainides gRNA-d TSS’i suhtes vahemikku 50 aluspaari 5’ suunas ning 300 
aluspaari 3’ suunas (Gilbert et al., 2014). 
CRISPR-dCas9 süsteemi on imetajarakkudes kasutatud ka geeniekspressiooni aktiveerimiseks 
(CRISPRa), lisades dCas9 valgule VP64 või VP16 transaktivaatordomeen (Cheng et al., 
2013; Perez-Pinera et al., 2013). Samuti on dCas9 molekulile liidetud epigeneetilisi 
modifikatsioone läbiviivaid domeene. Näiteks on histooni demetülaas LSD1 lisatuna dCas9 
molekulile võimeline enhaanser piirkondade vastu disainitud gRNA juhtimisel geene 
represseerima (Kearns et al., 2015). Aktiveerivate epigeneetiliste modifikatsioonide 
tegemiseks on dCas9 valgule liidetud atsetüültransferaasi p300 katalüütiline domeen, mis 
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lisab histoon H3 27. lüsiinijäägile atsetüülrühmi. Kasutades enhaanserite ja promootorite 
vastu suunatud gRNA-sid, tõuseb neis piirkondades H3K27ac tase, mis aitab kaasa 
transkriptsiooni aktivatsioonile. (Hilton et al., 2015) 
1.8 CRISPR/Cas9 süsteemi head ja vead 
 
Kuigi CRISPR/Cas9 on tänapäeval üks eelistatuim molekulaarbioloogiline tööriist, on ka 
sellel meetodil omad vead. Süsteemi suurimaks probleemiks on järjestusspetsiifika, sest 
gRNA seondub sihtmärk-DNA-le ka mõne nukleotiidi valepaardumise korral (Jinek et al., 
2012). On ka näidatud, et paari nukleotiidi pikkuse mutatsiooni asemel võib CRISPR-Cas9 
kasutamine tekitada genoomi mitme kilobaasi pikkuseid deletsioone (Kosicki et al., 2018). 
HDR-vahendatud knock-in mutatsioonid toimuvad madala tõenäosusega (Xue et al., 2014) 
ning nende tekitamise toetamiseks kasutatavatel NHEJ inhibiitoritel ning HDR-i 
soodustavatel vahenditel on rakkude elutegevusele inhibeeriv toime (Aird et al., 2018). Lisaks 
võivad kaheahelalised DNA katked olla tsütotoksilised (Jackson, 2002) ning pöördumatud 
raaminihke mutatsioonid võivad rakkudele hädavajalike geenide uurimise keerukaks teha.  
Samas on CRISPR/Cas9 süsteem aga mitmekülgne, paindlik, lihtne ning võrdlemisi odav viis 
geenijärjestuste muutmiseks ning geeniekspressiooni reguleerimiseks. Osaline 
geeniekspressiooni allareguleerimine dCas9 vahendatud knockdown meetodiga võimaldab ka 
raku elutegevuseks vajalike geenide uurimist. Teiseks eeliseks on dCas9 valgu puhul esinev 
väiksem ebaspetsiifiliste seondumiste arv (Gilbert et al., 2014). Ka KRAB domeeni lisamine 
dCas9 valgule ei langeta seondumise spetsiifikat (Thakore et al., 2015). Lisaks on 
samaaegselt võimalik manipuleerida mitme geeni ekspressiooniga ning CRISPRi ja CRISPRa 
meetodil uurida geenidoosi mõju erinevatele rakulistele protsessidele. (Dominguez et al., 
2016)  
1.9 Tetratsükliiniga reguleeritav geeniekspressiooni süsteem 
 
Tetratsükliiniga kontrollitavad geeniekspressiooni süsteemid on kasutusel nii baasteaduslikes 
uuringutes kui ka biotehnoloogias ning geeniteraapias. Need süsteemid võimaldavad 
geeniekspressiooni muutmist ja selle mõju uurimist ajas. Süsteemid jagunevad kaheks: Tet-
Off süsteemides surutakse rakkudele tetratsükliini lisades geeniekspressioon maha, Tet-On 
süsteemides toimub tetratsükliini juuresolekul aga geeniekspressiooni aktivatsioon. Lisaks 
tetratsükliinile kasutatakse laialdaselt ka tema derivaati doksütsükliini. (Das et al., 2016) 
Tetratsükliiniga kontrollitav geeniekspressioon baseerub Gram-negatiivsete bakterite 
tetratsükliinivastase resistentsuse mehhanismil. Tetratsükliin eksporditakse bakterites rakust 
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välja TetA valgu abil, mille kõrge tase rakus on bakterile aga letaalne. Seetõttu on TetA 
ekspressioon tihedalt kontrollitud tetratsükliini repressori TetR poolt. TetR seondumine tetO 
järjestusele represseerib TetA ja ka TetR ekspressiooni. Tetratsükliini seondumine TetR-ga 
takistab aga TetR-l tetO saidile seondumise ning TetA ekspressioon on aktiveeritud. (Hillen ja 
Berens, 1994) Laialt kasutuses olevad Tet-Off ning Tet-On süsteemid baseeruvad E. coli TetR 
repressorvalgul ning tetO järjestusel (Gossen ja Bujard, 1992).  
Tet-Off süsteemi keskseteks komponentideks on tetratsükliini kontrolli all olev 
transkriptsiooniline aktivaator tTA ning tetratsükliinitundlik promootor Ptet. Aktivaator tTA 
disainiti liites TetR valgule VP16 aktivatsioonidomeen. Ptet ehk TRE (tetracycline response 
element) koosneb seitsmest tetO järjestusest, millele järgneb minimaalne CMV promootor. 
Tetratsükliini puudumisel seonduvad tTA dimeerid TRE-le ning geeniekspressioon 
aktiveeritakse. Tetratsükliini olemasolul seondub see aga tTA aktivaatoriga, mille tagajärjel 
muutub tTA konformatsiooniline muutus, mistõttu ei saa tTA enam TRE-le seonduda ning 
geeniekspressioon on represseeritud. (Gossen ja Bujard, 1992) 
Tet-On süsteemi jaoks on TetR-st juhusliku mutageneesi kaudu välja töötatud versioon, mis 
seondub tetO-ga doksütsükliini juuresolekul. Lisades saadud pöörd-TetR valgu külge VP16 
aktivatsioonidomeen, on tulemuseks rtTA (reverse tetracycline controlled transactivator), 
mis seondub rtTA-sõltuvale Ptet promootorile tetratsükliini juuresolekul, käivitades 
geeniekspressiooni (Gossen et al., 1995).  
Tet-On süsteem vajab maksimaalseks induktsiooniks 100 korda rohkem doksütsükliini kui 
repressioon tTA-ga. Süsteem oli ebaefektiivne ka kõrge taustaktiivsuse tõttu. Seega on Tet-on 
süsteemidele tehtud mitmeid edasiarendusi. Tet-On Advanced versioon (Clontech) kasutab 
aktivaatorina rtTA versiooni rtTA2S-M2, mis kõrvaldab doksütsükliini puudumisel geeni 
taustekspressiooni, on eukarüootides stabiilsem ning funktsioneerib 10 korda madalama 
doksütsükliini kontsentratsiooniga kui originaalne rtTA. (Urlinger et al., 2000) 
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA  
2.1 Töö eesmärgid 
 
Töö eesmärgiks oli uurida võimalust vaigistada AIRE-ga interakteeruvate valkude avaldumist 
CRISPRi meetodil ja seeläbi mõjutada AIRE-sõltuvate geenide ekspressiooni. 
Täpsemad eesmärgid olid: 
1. Luua vajalikud plasmiidid selleks, et viia rakkudesse gRNA järjestused ning jälgida 
nende avaldumist 
2. Luua rakuliinid, mis on võimelised stabiilselt ekspresseerima dCas9-KRAB valku 
doksütsükliiniga indutseerimise järel 
3. Analüüsida, kui efektiivselt toimub AIRE-ga interakteeruvate valkude 
geeniekspressiooni vaigistamine CRISPRi meetodil, mõõtes seda mRNA tasemel 
4. Analüüsida, kuidas mõjutab AIRE-ga interakteeruvate valkude geeniekspressiooni 
vaigistamine AIRE poolt reguleeritud geenide avaldumist 
2.2 Materjalid ja metoodika 
 
2.2.1 Bakteritüvi ja rakuliinid 
Plasmiidse DNA paljundamiseks kasutati E. coli bakteritüve Nova XG (F– mcrA Δ(mcrC–
mrr) endA1 recA1 φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 araD139 Δ(araleu)7697 galU galK rpsL nupG λ– 
tonA). 
Transientsed transfektsioonid tehti rakuliiniga AIRE-HEK/Tet, mis ekspresseerib AIRE valku 
doksütsükliiniga indutseerimise järel (Liiv et al., 2012). AIRE-HEK/Tet rakke kasutati ka 
uute rakuliinide tegemiseks, mis doksütsükliini lisamisel ekspresseeriksid nii AIRE kui ka 
dCas9-KRAB valku. 
2.2.2 Söötmed  
Baktereid kasvatati Lurian-Bertani (LB) vedelsöötmes (trüptoon 10 g/l, pärmiekstrakt 5 g/l, 
NaCl 10 g/l) ja agartassidel (10 g/l, pärmiekstrakt 5 g/l, NaCl 10 g/l, agar 15 g/l), lisades 
sõltuvalt plasmiidist kas ampitsilliini või kanamütsiini lõppkontsentratsiooniga 50 µg/ml. 
Kasvatused tehti 37 °C juures. 
Inimese rakuliine kasvatati DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Lonza Bioscience) 
söötmes, millele oli lisatud 10% tetratsükliinivaba veise loote seerumit (HyClone) ning 1% 
penitsilliini ja streptomütsiini segu (Corning). 
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2.2.3 Kloneerimine 
Restriktsioon 
Töös kasutatud restriktaasid ning puhvrid olid firmalt Thermo Fisher. Reaktsioonisegu maht 
oli 20 µl ja see sisaldas 1 µg DNA-d, 10 U restriktaasi, 2 µl 10x restriktaasi puhvrit ning vett. 
DNA restriktsiooni reaktsioonid viidi läbi 37 °C juures. FastDigest ensüümide ja puhvrite 
korral inkubeeriti restriktsioonisegu 5-10 min, teiste ensüümide ja puhvrite korral üks tund. 
Agaroosgeelelektroforees 
PCR, restriktsioonanalüüsi- ja kloneerimisproduktide kontrolliks kasutati 
agaroosgeelelektroforeesi. Sõltuvalt uuritavate DNA järjestuste pikkusest kasutati 0,8-1% 
agaroosgeeli, mille valmistamisel kasutati 1x TAE puhvrit (40 mM Tris-atsetaat; 1 mM 
EDTA; pH 8), vastav kogus agaroosi ja etiidiumbromiidi (0,5µg/ml). 
Transformatsioon bakterirakkudesse 
Külmutatud bakterirakkude suspensioon sulatati 5 min jääl. Bakteritele lisati 0,5 µl 
plasmiidset DNA-d ning segu inkubeeriti 30 min jääl, millele järgnes kuumašokk 3 min 37 °C 
juures ning rakud asetati tagasi jääle. Peale 1 ml LB söötme lisamist inkubeeriti rakke 30 min 
37 °C juures ja tsentrifuugiti 3500 x g juures 3 min. Rakusade külvati selektiivse 
antibiootikumiga LB-tardsöötmele.  
Plasmiidse DNA eraldamine bakterirakkudest 
Bakterirakke kasvatati selektiivse antibiootikumiga LB-tardsöötmel üleöö. Sealt valiti välja 
üksikkolooniad, mida kasvatati sama antibiootikumiga 2 ml LB-vedelsöötmes 18 h. 
Bakterirakud tsentrifuugiti 3500 x g juures 3 min ning plasmiidne DNA puhastati GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit’iga vastavalt tootjapoolsele protokollile (Thermo Scientific). Suurema 
koguse tootmiseks kasvatati üksikkolooniaid selektiivse antibiootikumiga 100 ml LB-
vedelsöötmes 20 h, bakterirakud sadestati 4000 x g juures 15 min ning plasmiidne DNA 
puhastati NucleoBond Xtra Midi EF kit’iga tootjapoolse juhendi järgi (Macherey-Nagel).  
2.2.4 Polümeraasi ahelreaktsioon 
DNA järjestused amplifitseeriti PCR (polymerase chain reaction) ja koloonia-PCR meetodil. 
Selleks segati kokku reaktsioonisegud, mis on välja toodud Tabelis 1. PCR programm ning 
praimerite järjestused on välja toodud Lisas 4. 
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Tabel 1. PCR ja koloonia-PCR reaktsioonisegud. 
PCR Koloonia-PCR 
2,5 µl 10x yellow buffer 2,5 µl 10x yellow buffer 
1,5 µl 25 mM MgCl2 1,5 µl 25 mM MgCl2 
1,5 µl dNTP 1,5 µl dNTP 
1 µl DNA polümeraas 1 µl DNA polümeraas 
1 µl EGFP-R praimer (5 µM) 1 µl eGFP F praimer (5 µM) 
1 µl EGFP-F praimer (5µM) 1 µl R1 (pcDNA3.1 BGH) praimer (5µM) 
16,5 µl vett + 
2,1 µg pEGFP-N1 plasmiidi 
16,5 µl vett + 
külvinõela puudutuse jagu bakterirakke 
 
2.2.5 pX330-EGFP plasmiidi kloneerimine 
gRNA-de vektorina kasutatud pX330-EGFP plasmiidi kloneerimist alustati pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 plasmiidist, millest eemaldati AgeI, EcoRI ning EcoRV 
restriktaasidega hSpCas9 järjestus (Lisa 1.2). Plasmiidi fragmendid eraldati 
agaroosgeelelektroforeesil ning 4200 aluspaari pikkune plasmiidi keha puhastati geelist 
GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit’iga vastavalt tootjapoolsetele 
juhenditele (Thermo Scientific) (Joonis 3A). 
EGFP (enhanced green fluorescent protein) valku kodeeriv DNA järjestus amplifitseeriti 
pEGFP-N1 plasmiidilt EGFP-R ja EGFP-F praimeritega PCR meetodil (Lisa 1.4 ja 4). PCR-i 
õnnestumist kontrolliti agaroosgeelelektroforeesiga ning 721 aluspaari pikkune EGFP 
fragment puhastati geelist GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit’iga vastavalt 
tootjapoolsetele juhenditele (Joonis 3B).  
Kuna pX330 plasmiid oli lineariseeritud AgeI ja EcoRI restriktaasidega tehti samade 
ensüümidega restriktsioonlõikus ka EGFP-fragmendile, et fragmentide otsad saaksid 
omavahel ligeeruda. Selleks oli EGFP-fragmendi amplifitseerimisel kasutatud praimerite 
otstesse lisatud vastavate restriktaaside lõikesaidid (Lisa 4). Lõigatud otstega EGFP fragment 
puhastati restriktsioonisegust QIAquick PCR Purification Kit’iga. Järgnevalt ligeeriti pX330 
ning EGFP fragmendid omavahel kokku. Ligatsioonisegu sisaldas 25 ng pX330 vektori keha, 
21,25 ng EGFP fragmenti, 1U T4 ligaasi, 2 µl T4 puhvrit ning 20 µl-ni vett. Ligatsioonisegu 
inkubeeriti 1 h toatemperatuuril.  
pX330-EGFP plasmiidi kloneerimise õnnestumist kontrolliti koloonia-PCR meetodiga. 
Selleks transformeeriti plasmiid kompetentsetesse Nova XG E. coli rakkudesse. Üleöö 
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kasvanud rakkudest valiti välja seitse kolooniat, millest amplifitseeriti eGFP-F ning R1 
(pcDNA3.1 BGH) praimeritega EGFP järjestus (Lisa 4). Kuna eGFP-F praimer seondus 
EGFP segmendile ning R1 praimer algses pX330 plasmiidis sisalduvale BGH järjestusele, oli 
koloonia-PCR’il tekkinud 352 aluspaari pikkune produkt märgiks, et pX330 vektor ja EGFP 
fragment olid kokkuligeerunud (Joonis 3C). 
 
Joonis 3. pX330-EGFP kloneerimise vaheetapid ja plasmiidi õigsuse kontroll. A,  
esimesel rajal on DNA marker (1 kb DNA ladder, Solis Biodyne), teisel rajal olevad kolm 
DNA fragmenti on tekkinud pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 plasmiidi restriktsioonil 
AgeI, EcoRI ning EcoRV restriktaasidega. 4200 aluspaari pikkune fragment tähistab 
plasmiidi keha, mida kasutati kloneerimises pX330 vektorina. 2302 ja 1982 aluspaari 
pikkused fragmendid on pärit hSpCas9 fragmendist. B, esimesel rajal on DNA marker (1 kb 
DNA ladder, Solis Biodyne), teisel rajal on pEGFP-N1 plasmiidist pärit PCR-iga 
amplifitseeritud 721 aluspaari pikkune EGFP järjestus, mida kasutati pX330-EGFP plasmiidi 
kloneerimisel. C, esimesel rajal on DNA marker (100 bp DNA ladder, Solis Biodyne). 
Radadel 2-8 on seitsmest bakterikolooniast pärit pX330-EGFP plasmiidi kontrolliks tehtud 
koloonia-PCR, millega amplifitseeriti 352 aluspaari pikkune EGFP fragment. Kloneerimine 
õnnestus kolooniates nr 2, 7 ja 8, millest edasi kasutati kolooniat nr 2. DNA proove analüüsiti 
0,8% agaroosgeelil. 
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2.2.6 gRNA proovide disain 
gRNA-de disainiks kasutati CRISPR Targets 10K andmestikku, mis on kättesaadav UCSG 
Genome Browser’i kaudu (Kent et al., 2002). Valikusse jäid järjestused, mis asusid 
transkriptsiooni alguskoha suhtes vahemikus kuni 50 aluspaari 5’ suunas ning kuni 300 
aluspaari 3’ suunas. Kuna edaspidi vektorina kasutatavas pX330-EGFP plasmiidis algas 
gRNA transkribeerimine U6 promootorilt, mis on efektiivseim G-nukleotiidiga algavate 
järjestuste puhul, valiti välja kas sellega algav oligo või lisati G-nukleotiid ise gRNA 
järjestuse algusesse. Iga uuritava geeni kohta disainiti kaks gRNA-d, mille järjestused on 
leitavad Lisas 2.  
2.2.7 gRNA järjestuste kloneerimine vektorisse   
gRNA järjestused kloneeriti eelpool kirjeldatud pX330-EGFP plasmiidi koosseisu vastavalt 
varem avaldatud protokollile (Ran et al., 2013), mida töö jaoks modifitseeriti. Esimese 
sammuna toimus iga gRNA oligote paari fosforüülimine ja kokkusulatamine. Selleks segati 
kokku järgnev reaktsioonisegu: 0,5 µl 0,5 mM ATP, 1 µl oligo 1 (100 µM), 1 µl oligo 2 (100 
µM), 1 µl PNK puhver A, 6 µl ddH2O, 0,5 µl T4 PNK (Thermo Scientific). Ahelate 
kokkusulandamiseks inkubeeriti proove 30 min 37 °C juures, seejärel 5 min 95 °C juures ning 
järgnevalt langetati temperatuuri 5 °C/min kuni 25 °C-ni. Kokkusulatatud oligosid lahjendati 
250 korda. Segati kokku reaktsioonisegu, kus toimus samaaegne restriktsioon ning ligatsioon, 
mis sisaldas järgnevaid komponente: 100 ng pX330 vektorit, 2 µl fosforüülitud ja 
kokkusulatatud oligo dupleksit (250x lahjendus), 2 µl FastDigest puhvrit (Thermo Fisher), 2 
µl 10 mM DTT, 2 µl 10 mM ATP, 1 µl FastDigest BbsI restriktaasi (Thermo Fisher), 1 µl T4 
DNA ligaasi ning 9 µl ddH2O. Reaktsioonisegu inkubeeriti 5 min 37 °C juures, seejärel 5 min 
23 °C juures ning seda tsüklit korrati 6 korda. Ensüümide inaktiveerimiseks hoiti proove 15 
min 65 °C juures.  
Kloneerimise õnnestumist kontrolliti restriktsioonanalüüsil, milles plasmiide lõigati BbsI ning 
AgeI restriktaasidega. Kuna gRNA plasmiidi sisenemisel kaob plasmiidist BbsI lõikekoht, 
tekib restriktsiooni järel lineaarne pX330-EGFP molekul. gRNA fragmendi mittesisenemise 
korral jääb aga lõikekoht alles ning plasmiidist tekib kaks fragmenti. Fragmentide tekkimist 
kontrolliti 1% agaroosgeeliga agaroosgeelelektroforeesil. 
Restriktsioonanalüüsi kinnitamiseks sekveneeriti gRNA sisestamise koht ja sellega külgnevad 
järjetused. Sekveneerimine tehti Tartu Ülikooli Genoomika Instituudi tuumiklaboris. 
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2.2.8 Transfektsioon ja doksütsükliiniga indutseerimine  
AIRE-HEK/Tet ning HEK1.12 rakkude transfekteerimiseks kasvatati neid 24-kannuga plaadil 
DMEM söötmes 37 °C juures 5%-lisel CO2 kontsentratsioonil kuni 50%-lise konfluentsuseni. 
Transfektsioonisegusse lisati 1 µg transfekteeritava plasmiidse DNA koguse kohta 2,5 µl 
lipofektamiini (Invitrogen), mis oli vortex meetodil lahustatud 50 µl DMEM söötmes ning 
inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Seejärel lisati segusse 1 µg plasmiidset DNA-d 50 µl 
DMEM söötmes, segati vortex meetodil ning inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Järgnevalt 
kanti 100 µl transfektsioonisegu igas kannus kasvavatele rakkudele ning rakke kasvatati 
samades tingimustes edasi. Rakke indutseeriti doksütsükliiniga 24 h peale transfektsiooni 
lisades söötmesse doksütsükliin lõppkontsentratsiooniga 2 µg/ml. 
2.2.9 RNA puhastamine ja cDNA sünteesimine 
RNA saamiseks kasvatati esmalt rakke 24-kannuga plaadil 500 µl DMEM söötmes, seejärel 
sööde eemaldati ning rakke pesti 1x PBS lahusega. Rakud lüüsiti 500 µl Qiazol reagendiga 
(QIAGEN). Rakkudest RNA eraldamiseks kasutati kahte meetodit: isopropanooliga 
sadestamist ning RNeasy® Micro Kit’iga (QIAGEN) puhastust.  
Isopropanooliga sadestamise korral inkubeeriti -80 °C juures säilitatud proove 5 min 
toatemperatuuril ning neile lisati 100 µl kloroformi. Proove hoiti jällegi 5 min 
toatemperatuuril ning sadestati 4 °C juures 13000 x g 15 min. Vesifaas, mis sisaldas ka 
eraldatavat RNA-d, tõsteti uude 1,5 ml tuubi ning proovidele lisati 0,5 µl glükogeeni. RNA 
sadestati 250 µl isopropanooliga, proovid segati vortex meetodil ning inkubeeriti 10 min 
toatemperatuuril. RNA tsentrifuugiti 4 °C juures 11000 x g 10 min tuubi põhja, supernatant 
eemaldati ning sadet pesti 500 µl 75% etanooliga. Lõpuks tsentrifuugiti 5 min 7500 x g juures 
RNA uuesti põhja, supernatant eemaldati ning RNA lahustati 12 µl RNaasi-vabas vees.  
Komplementaarne DNA (cDNA, ingl k complementary DNA) sünteesiti SuperScript First 
Strand Synthesis System komplekti reagentidega vastavalt tootjapoolsele juhendile (Thermo 
Fisher). 
2.2.10 Kvantitatiivne polümeraasi ahelreaktsioon 
Geeniekspressiooni kvantiseerimiseks kasutati qPCR (ingl k. quantitative polymerase chain 
reaction) meetodit. Reaktsioonisegu sisaldas järgnevaid komponente: 14,6 µl H2O, 16,3 µl 
SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo Fisher), 1,5 µl forward + reverse praimer (5 µM), 
1 µl cDNA. Tehniliste korduste jaoks jagati iga segu 384-kannuga plaadil 10 µl kaupa kolme 
kannu. Reaktsioonid viidi läbi ViiA™ 7 Real-Time PCR System masinas (Applied 
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Biosystems). SYBR® Green I seondub PCR-i käigus tekkiva kaheahelalise DNA-ga ning 
DNA hulgaga korreleeruv mõõdetav fluorestsentssignaal kvantiseeritakse. 
Vältimaks genoomse ning plasmiidse DNA kontaminatsiooni tõttu võimalike valeproduktide 
teket, disainiti katsetes kasutatavad ekspressioonipraimerid eksonite ühenduskohtadesse. 
qPCR-is kasutatud praimerid ning nende järjestused on välja toodud Lisas 3.  
qPCR katse väljundiks on Ct (threshold cycle) väärtused, mis tähistavad PCR tsüklit, millest 
alates tekib mõõdetav fluorestsentssignaal. Proovidel, mille puhul jäi geeniekspressiooni tase 
määramatuks, kasutati olemasolevate väärtuste alusel arvutatud keskmist väärtust. Kõik 
qPCR-i tulemused esitati dCt väärtustena, mis tähendab, et kõikidest Ct väärtustest oli 
lahutatud koduhoidjageeni HPRT1 Ct väärtus vastavas proovis. Sellega normaliseeriti 
geeniekspressiooni signaalid RNA hulga kõikumiste suhtes. 
Statistilise võrdluse jaoks kasutati ANOVA mudelit, milles sõltuvaks tunnuseks oli dCT 
väärtus ja sõltumatuks tunnuseks oli transfektsioon, mida analüüsiti eraldi nii doksütsükliiniga 
indutseeritud kui ka indutseerimata proovides ja keskmistatult üle kolme katsekorduse. Nii 
gRNA sihtmärkgeenide kui ka AIRE-sõltuvate geenide ekspressiooni transfekteerimata ja 
gRNA transfektsiooniga proovides võrreldi kontrolltransfektsiooniga proovides detekteeritud 
signaali suhtes. Mitmese võrdluse korrigeerimiseks kasutati Dunnetti meetodit, mis arvestab 
statistilise mudeliga, milles mitut katsegruppi võrreldakse ühe kontrollgrupi suhtes. 
Statistiliselt olulisteks erinevusteks loeti analüüsitulemused siis, kui p-väärtus oli väiksem kui 
0,05. Analüüsimiseks kasutati statistikatarkvara R (https://www.r-project.org/) ja selle 
lisapaketti emmeans (https://cran.r-project.org/package=emmeans).  
2.2.11 dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriva rakuliini tegemine 
dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriva rakuliini tegemiseks kotransfekteeriti AIRE-HEK/Tet 
rakuliini kaks plasmiidi: puromütsiini resistentsusgeeniga pSF-CMV-Puro (Oxford Genetics) 
ning dCas9-KRAB geeni järjestusega pHAGE TRE dCas9-KRAB (kingitus Rene Maehr’i ja 
Scot Wolfe’i poolt, Addgene_50917) (Lisad 1.3 ja 1.1). pSF-CMV-Puro plasmiid 
lineariseeriti SgsI ning pHAGE TRE dCas9-KRAB plasmiid SphI restriktaasiga ja reaktsiooni 
õnnestumist kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil (joonis 4). Lineariseeritud plasmiidid 
puhastati restriktsioonisegust, kasutades QIAquick PCR Purification Kit’i vastavalt 
tootjapoolsetele juhenditele (QIAGEN).  
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Joonis 4. pSF-CMV-Puro ja pHAGE TRE dCas9-KRAB plasmiidide lineariseerimine. 1, 
esimesel rajal on DNA marker (1 kb DNA ladder, Solis Biodyne), 2, lineariseerimata pSF-
CMV-Puro plasmiid. 3, pSF-CMV-Puro plasmiid lineariseeritud kujul. 4, lineariseerimata 
pHAGE TRE dCas9-KRAB plasmiid. 5, pHAGE TRE dCas9-KRAB plasmiid lineariseeritud 
kujul. Plasmiide analüüsiti 0,8% agaroosgeelil. 
 
Lineariseeritud plasmiidid kotransfekteeriti AIRE-HEK/Tet rakuliini, sealjuures oli 
plasmiidide molekulide arv vahekorras 10:1 (vastavalt dCas9-KRAB ning puromütsiini 
resistentsusgeeni kandev plasmiid). Rakke kasvatati 10 päeva 10 cm läbimõõduga Petri tassil 
puromütsiini (lõppkontsentratsioon 3 ug/ml) sisaldavas DMEM söötmes ning kanti edasi 96-
kannuga tassile tihedusega üks rakk kannu kohta. Kloone kasvatati 14 päeva ning söödet 
vahetati iga 2-3 päeva tagant. Seejärel tõsteti edukalt paljunenud rakud 12-kannuga tassile 
ning kolme päeva pärast 6-kannuga tassile. Kokku saadi edasiseks testimiseks 20 klooni. 
Kloonide kontrolliks sooritati qPCR analüüs kõikidele 20 kolooniale. RNA puhastamiseks 
kasutati RNeasy® Micro Kit’i ning proovidele tehti ka DNaasi töötlus vastavalt 
tootjapoolsetele juhistele (QIAGEN).   
2.2.12 gRNA-de vahendatud AIRE-partnervalkude knockdown dCas9-KRAB liitvalku 
ekspresseerivas rakuliinis  
Knockdown eksperimentideks valiti eelnevalt välja rakuliin HEK1.12, mida kasvatati 24-
kannuga plaadil puromütsiiniga DMEM söötmes 50% konfluentsuseni. Ühe geeni 
knockdown’iks kasutati samaaegselt kahte gRNA-d, sealjuures kasutati transfektsiooniks 500 
ng kumbagi gRNA järjestust kandvat plasmiidi. Doksütsükliini lisati rakkudele kaks korda: 24 
h ning 72 h peale transfektsiooni. Peale 96 h möödumist koguti proovid RNA analüüsiks 
Qiazol reagenti. RNA puhastati isopropanooliga sadestades. Järgnenud DNaasi töötlus tehti 
RNeasy® Micro Kit’iga (QIAGEN). 
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2.2.13 AIRE-partnervalkude knockdown transientselt ekspresseerunud dCas9-KRAB 
liitvalguga 
AIRE-HEK/Tet rakke kasvatati 24-kannuga plaadil 50% konfluentsuseni. Ühes kannus 
asuvaid rakke kotransfekteeriti 500 ng dCas9-KRAB järjestust kandva plasmiidiga ning kahe 
erineva gRNA järjestusega plasmiididega, kasutades kumbagi 250 ng. Peale 24 h möödumist 
indutseeriti rakke doksütsükliiniga. 72 h peale transfektsiooni koguti rakud Qiazoli reagenti 
ning 2x SDS puhvrisse. RNA puhastati RNeasy® Micro Kit’iga (QIAGEN). 
2.2.14 Western blot totaalsest rakulüsaadist 
Rakke kasvatati 24-kannuga plaadil, seejärel sööde eemaldati ning rakke pesti 1x PBS 
lahusega. Rakud võeti üles 2x SDS puhvris ning proove kuumutati 5 minutit 96 °C juures. 
Seejärel kanti proovid 8%-lisele SDS-polüakrüülamiidgeelile ning valgud lahutati üksteisest 
elektroforeesil (20 min 100 V ning 1 h 150 V). Valkude ülekandmiseks geelilt PVDF filtrile 
(0,45 µm poori läbimõõt) kasutati Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell masinat (BioRad). 
Ülekanne tehti 15 min 10 V ning 45 min 15 V juures. Vaba filtripind blokeeriti lõssi lahuses 
(10% lõssi lahustatud TTBS puhvris (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20)) loksudes 
üleöö 4 °C juures. Valkude detekteerimiseks inkubeeriti filtrit esmalt tund aega 10% 
lõssisisaldusega TTBS puhvris lahustatud primaarse antikehaga, mis tunneb ära uuritava 
valgu struktuuris olevat epitoopi. Seejärel pesti filtrit 3x 5 min TTBS lahusega ning 
inkubeeriti primaarset antikeha äratundva sekundaarse antikehaga, mis oli samuti lahustatud 
10% lõssisisaldusega TTBS puhvris (Tabel 2). Filtrit pesti 3x 5 min TTBS lahusega, 
inkubeeriti 4 min Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent lahuses ning 
detekteerimiseks kasutati ImageQuant™ RT ECL™ masinat (mõlemad GE Healthcare).  
Tabel 2. Töös kasutatud antikehad 
Valk Antikeha Lahjendus 
dCas9-KRAB Anti-Cas9 Antibody, clone 7A9 (Merck Millipore) 1:500 
AIRE AIRE 6.1 (mittekommertsiaalne) 1:3000 
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2. 3 TULEMUSED. ARUTELU 
 
2.3.1 pX330-EGFP plasmiid ja gRNA järjestuste kloneerimine  
CRISPR-dCas9 katsete toimumiseks on vajalikud nii dCas9 ensüüm kui ka gRNA-d. gRNA 
järjestuste ekspresseerimiseks loodi plasmiid, kuhu oleks lihtne gRNA järjestusi sisestada 
ning mille transfekteerumist oleks võimalik hõlpsasti kontrollida. Kloneerimist alustati 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 plasmiidist, mis sisaldab tugevat U6 promootorit, 
gRNA sisestamiseks vajalikku BbsI restriktsioonisaiti ning gRNA ja dCas9-KRAB molekuli 
seondumiseks vajalikku gRNA scaffold järjestust. Plasmiid sisaldas ka hSpCas9 ensüümi 
kodeerivat järjestust (Lisa 1.2, vt ka ptk 2.2.5), mis ei olnud edasiste katsete jaoks vajalik. See 
asendati EGFP kodeeriva järjestusega, mis pärines pEGFP-N1 plasmiidist (Lisa 1.4, vt ka ptk 
2.2.5). Tulemuseks oli sobilike omadustega pX300-EGFP plasmiid (Joonis 5A). 
 
Joonis 5.  pX330-EGFP plasmiidi kloneerimine ja transfektsiooni kontroll. A, pX330-
EGFP plasmiidi skemaatiline esitus. pX330-U6-Chimeric BB-CBh-hSpCas9 plasmiidist 
lõigati välja Cas9 järjestus ja lisati pEGFP-N1 plasmiidist pärit EGFP järjestus. B, pX330-
EGFP plasmiidi transfektsiooni efektiivsust kontrolliti AIRE-HEK/Tet rakuliinis visuaalselt 
EGFP fluorestsentsi alusel. Pilt on tehtud 100x suurendusega. 
Töös kasutatud gRNA järjestused disainiti tuntud, kuid erineval määral uuritud AIRE 
interaktsioonipartnerite geenide transkriptsiooni alguskoha lähedusse. gRNA-de valiku 
aluseks olid proteoomika uuringud, milles leiti kokku ligi 40 valku, mis paiknesid AIRE-ga 
samas kompleksis (Abramson et al., 2010; Gaetani et al., 2012). Kokku valiti töö jaoks välja 
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12 AIRE-ga interakteeruvat valku, nende hulgas BRD4, PARP1, DNA-PK, Ku70, Ku80 ja 
TOP2A, mille roll AIRE poolt vahendatud transkriptsiooni toimumisel on varasemalt 
kindlaks tehtud (Liiv et al., 2008; Yoshida et al., 2015; Bansal et al., 2017; Guha et al., 2017). 
Viidatud töödes on kasutatud muid geeniekspressiooni vaigistamise meetodeid ja leitud, et 
nende valkude vaigistamisel langeb ka AIRE poolt vahendatud transkriptsiooni aktivatsioon. 
Seega selle töö kontekstis käituksid mainitud valgud geenivaigistamise positiivsete 
kontrollidena. Osad sihtmärgid olid valitud sellised, mille seost AIRE funktsiooniga on vähe 
või üldse mitte uuritud. Nendeks sihtmärkideks olid TOP2B, KAP1, RuvBL1, RuvBL2, 
RANBP2 ja LMNB1 (Abramson et al., 2010; Gaetani et al., 2012). Eelnevalt loodud pX330-
EGFP võimaldas suhteliselt lihtsalt sisestada gRNA järjestused enda koosseisu ja kontrollida 
kloneerimise efektiivsust restriktsiooni reaktsiooniga. Kuna nii gRNA kui ka EGFP 
transkriptsioon algasid samalt U6 promootorilt, oli EGFP signaali alusel võimalik hinnata 
mõlema produkti ekspressiooni signaali ning transfektsiooni efektiivsust, mis olid visuaalse 
hinnangu alusel alati väga kõrged (joonis 5B). Need vaatlused võimaldasid jätkata 
CRISPR/Cas9 meetodiga, et uurida AIRE interaktsioonipartnerite ekspressiooni vaigistamise 
mõju AIRE poolt reguleeritud transkriptsioonile. 
2.3.2 dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriva rakuliini tegemine 
dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriva rakuliini tegemiseks kotransfekteeriti AIRE-HEK/Tet 
rakuliini kaks plasmiidi, millest esimene sisaldas puromütsiini resistentsusgeeni kontrollimaks 
plasmiidide genoomi integreerumist ja teine kandis dCas9-KRAB liitvalku kodeerivat 
järjestust (Lisa 1). Kuna dCas9-KRAB valgu üleekspressioonil võivad olla raku elutegevust 
segavad kõrvalmõjud valiti katseteks plasmiid, milles oli dCas9-KRAB valgu ekspressioon 
doksütsükliinist sõltuva promootori kontrolli all. Joonisel 6 toodud katseskeemi alusel valiti 
välja 20 elujõulist rakukolooniat, mille puhul võis eeldada, et genoomi olid sisenenud nii 
selektsioonimarkerit kui ka dCas9-KRAB valku kodeerivad järjestused. 
Joonis 6. Klonaalse selektsiooni ajajoon. Näidatud skeemi alusel valiti 
transfektsioonijärgselt välja kloonid, mis olid omandanud antibiootikumiresistentsuse ning 
eeldatavalt oma genoomi sisestanud ka dCas9-KRAB valku kodeeriva järjestuse. 
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Esmalt kontrolliti, et dCas9-KRAB tõepoolest ekspresseerub doksütsükliiniga indutseerimise 
järel, mõõtes qPCR-ga transientselt transfekteeritud rakkudes oleva dCas9-KRAB mRNA 
hulka. YFP (yellow fluorescent protein) transfektsioonikatsest mõõdeti transfektsioonijärgset 
dCas9 ekspressiooni mittespetsiifilist taustsignaali (joonis 7A). Selleks, et veenduda, kas 
dCas9-KRAB järjestus on AIRE-HEK/Tet rakkude genoomi integreerunud ja selle 
ekspressioon on doksütsükliiniga indutseeritav, sooritati kõigile 20 kolooniale samuti qPCR 
analüüs (Joonis 7B). Sealjuures arvestati eelnevalt tehtud YFP transfektsiooni järgset dCt 
väärtust kui taustsignaali. 
 
Joonis 7. Klonaalsel selektsioonil saadud rakuliinide qPCR kontroll. A, kontrollkatse 
hindamaks dCas9-KRAB ekspressiooni dCas9-KRAB järjestusega plasmiidi transfektsiooni 
järel AIRE-HEK/Tet rakkudes. YFP transfektsioonikatsest mõõdeti dCas9 ekspressiooni 
taustsignaali. Mõlemal puhul sooritati doksütsükliini induktsioon. B, dCas9-KRAB 
ekspressiooni signaal klonaalse selektsiooniga saadud 20 rakukloonis nii doksütsükliiniga 
indutseerimata („KTR“) kui ka indutseeritud („DOX“) proovides. Kõiki proove töödeldi peale 
RNA puhastamist ka DNaasiga. 
 
Antud qPCR tulemuste järgi oli kõrgeim dCas9-KRAB ekspressioon liinides HEK1.11, 
HEK1.12, HEK2.7 ning HEK2.8. Küll aga ei nähtud HEK1.11, HEK2.7 ning HEK2.8 liinides 
doksütsükliini poolt aktiveeritavat dCas9-KRAB geeniekspressiooni tõusu, vaid mõõdetud 
signaal oli samaväärne indutseerimata prooviga. See võib viidata sellele, et dCas9-KRAB 
järjestusega plasmiid oli genoomi sisenenud viisil, mis võimaldas geenil ekspresseeruda ka 
doksütsükliinist sõltumatult. Tasub märkida, et üheski kloonis ei olnud dCas9-KRAB 
ekspressioonitase sama kõrge nagu transientse ekspressiooni korral. Antud liinidest oli kõige 
sobivam HEK1.12, mis ekspresseeris dCas9-KRAB valku ning mille puhul oli ka näha selget 
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doksütsükliini indutseerivat efekti. Tulemuste õigsust kinnitab ka proovidest puhastatud 
RNA-ga sooritatud kontroll-qPCR, millelt dCas9-KRAB ekspressiooni ei tuvastatud 
(tulemusi ei ole esitatud). See näitab, et proovidele tehtud DNaasi töötlus oli olnud efektiivne 
ning välistab võimaluse, et dCas9-KRAB signaal rakuliinides tuvastati plasmiidse DNA 
kontaminatsiooni tõttu.  
2.3.3 gRNA-de vahendatud AIRE-partnervalkude knockdown dCas9-KRAB liitvalku 
ekspresseerivas HEK1.12 rakuliinis 
Klonaalse selektsiooniga jõuti rakuliinini HEK1.12, mis ekspresseeris dCas9-KRAB liitvalku 
ning mille ekspressioon oli doksütsükliini kontrolli all. Järgmisena jätkati HEK1.12 rakuliinis 
AIRE partnervalkude geenide ekspressiooni vaigistamisega, võttes kasutusele eelnevalt 
mainitud 12 geeni vastu disainitud gRNA-d. Joonisel 8 on näha, et mitme gRNA sihtmärgi 
ekspressiooni mõjutas statistiliselt olulisel määral transfektsioon negatiivse kontrollina 
kasutatud pX330-EGFP plasmiidiga, mis ei sisalda ühtegi gRNA järjestust, võrreldes 
transfekteerimata rakkudega. Need muutused ei olnud kindla suunaga ega sõltunud ka 
doksütsükliiniga indutseerimisest (vt TOP2A DOX ja DNA-PK DOX), mistõttu võis eeldada, 
et selles katses on mõõdetud juhuslikke ekspressioonitaseme kõikumisi. Lisaks sellele polnud 
ühelgi juhul võimalik tuvastada geeniekspressiooni vaigistamist gRNA-dega 
transfekteerimise järel, kusjuures mõnel juhul esines hoopis ekspressioonitaseme tõus (vt 
RuvBL1 või Ku70 KTR). Kuna gRNA ja dCas9-KRAB koostoimel ei ole aktiveerivat toimet, 
siis võis taaskord oletada, et mõju avaldab lihtsalt plasmiidse DNA viimine rakkudesse ning 
dCas9-KRAB ekspressioon puudub.  
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Joonis 8. AIRE partnervalkude knockdown HEK1.12 rakuliinis. dCas9-KRAB liitvalku 
ekspresseerivat HEK1.12 rakuliini transfekteeriti gRNA järjestusi sisaldavate plasmiididega, 
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mis olid disainitud TOP2A, TOP2B, DNAPK, PARP1, BRD4, LMNB1, RuvBL1, RuvBL2, 
RANBP2, Ku70, Ku80 ja KAP1 geenide vastu. Kontrollproovidena olid kasutusel 
transfekteerimata HEK1.12 rakud ning ilma gRNA järjestuseta pX330-EGFP plasmiidi 
transfektsioon. Geeniekspressiooni taset analüüsiti qPCR meetodil. Tulemused on välja 
toodud nii doksütsükliiniga indutseerimata proovide („KTR“) kui ka indutseeritud proovide 
(„DOX“) dCt väärtustena. Katse sooritati kolmes korduses. Joonistel on ära tähistatud 
statistiliselt olulised tulemused, sealjuures  p <0,05 (*) ja p <0,01 (**). 
 
Varasemalt avaldatud AIRE interaktsioonipartnerite uuringutest on ilmnenud, et enamiku 
partnervalkude knockdown põhjustab AIRE vahendatud geeniekspressiooni aktivatsiooni 
langust. LMNB1 valgu geeni alla reguleerimisel on aga nähtud AIRE sihtmärkgeenide 
ekspressiooni tõusu  (Abramson et al., 2010). AIRE-HEK/Tet rakuliinis on AIRE 
ekspressioon doksütsükliinist sõltuva promootori kontrolli all. Joonisel 9 kujutatud AIRE 
sihtmärkgeenide S100A8, KRT73 ja CEACAM5 ekspressioon tõusis aga doksütsükliiniga 
lisamise tagajärjel ning ekspressiooni kõikumises ei tuvastatud kontrollproovi suhtes 
statistiliselt olulist erinevust. Tasub märkida, et ilma AIRE juuresolekuta on madalal tasemel 
tugevalt kõikuv sihtmärkgeenide ekspressioon tihti esinev nähtus. Näiteks KRT73 
geeniekspressioon jääb indutseerimata proovides tihti määramatuks. Ka selles katses on 
KRT73 geeni puhul kasutatud palju ennustatud keskmisi väärtusi. Katses mõõdeti veel AIRE-
st sõltumatu PSMD4 geeni ekspressiooni signaali, mis oli oodatult suhteliselt ühtlane üle 
kõikide katsetingimuste. 
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Joonis 9. AIRE sihtmärkgeenide ekspressioon HEK1.12 rakuliini knockdown katses. 
dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriva HEK1.12 rakuliiniga tehtud knockdown katsete qPCR 
analüüs valitud AIRE sihtmärkgeenidesle (S100A8, KRT73, CEACAM5) ning kontrollina 
AIRE-st sõltumatule geenile (PSMD4). Geeniekspressiooni taset mõõdeti nii doksütsükliinita 
(„KTR“) kui ka doksütsükliiniga („DOX“) indutseeritud proovides. Katse tehti kolmes 
korduses. 
 
Kuna üheski HEK1.12 transfektsioonikatses ei ilmnenud CRISPR/dCas9 poolt vahendatud 
geeniekspressiooni vaigistavat toimet, tuli kontrollida, kas algselt selles rakuliinis nähtud 
dCas9 indutseeritavus on veel säilinud. Selleks kontrolliti esimesest korduskatsest pärit RNA 
proove dCas9 mRNA olemasolu suhtes, tehes neile eelnevalt DNaasi töötlus, et veenduda 
mõõdetud signaalide spetsiifilisuses.  
DNaasi töötluse käigus veenduti, et HEK1.12 rakuliin on dCas9-KRAB ekspressiooni 
kaotanud (joonis 10A). Põhjuseks võivad olla nii mutatsioonid kui ka muutused kromatiini 
struktuuris, mis on viinud geeni vaigistamisele. Lisakontrolliks mõõdeti üle valitud gRNA 
sihtmärkide ning AIRE-sõltuvate geenide ja PSMD4 ekspressiooni signaalid (joonis 10B ja 
C). Tulemused kinnitasid, et gRNA transfektsioonide järel ei esinenud knockdown efekti  ja 
ka AIRE sihtmärkgeenide ekspressioon püsis doksütsükliini induktsiooni järel stabiilselt 
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kõrge ning ei olnud transfektsioonide poolt mõjutatud. Seega ei sobinud HEK1.12 rakuliin 
CRISPRi katseteks.   
 
Joonis 10. DNaasi töötluse järgne HEK1.12 rakuliinis tehtud knockdown katsete qPCR 
analüüs. Analüüsiti esimesest korduskatsest pärit BRD4, PARP1, KAP1 ja DNAPK geenide 
knockdown proove. Geeniekspressiooni mõõdeti nii doksütsükliiniga indutseerimata („KTR“) 
kui indutseeritud („DOX“) proovides. A, dCas9-KRAB liitvalgu ekspressiooni HEK1.12 
rakuliini knockdown katsetes kasutatud proovides. B, BRD4, PARP1, KAP1 ja DNAPK 
geenide ekspressioon knockdown katsete proovides. C, AIRE sihtmärkgeenide (CEACAM5, 
S100A8, KRT73) ning AIRE-st sõltumatu geeni (PSMD4) ekspressioonitasemed knockdown 
katsete proovides. 
36 
 
2.3.4 AIRE-partnervalkude knockdown transientselt ekspresseerunud dCas9-KRAB 
liitvalguga 
Kuna dCas9-KRAB valku ekspresseeriva rakuliini klonaalse selektsiooniga ei jõutud hea 
mudelsüsteemini, otsustati kasutada teisi meetodeid. Kloonide testimisel tuvastati eelnevalt 
kõrge dCas9-KRAB valgu ekspressioon kontrollproovis, kus dCas9-KRAB liitvalku kodeeriv 
järjestus asus pHAGE-TRE dCas9-KRAB plasmiidil (joonis 7A). Seega otsustati knockdown 
katseid jätkata transientselt ekspresseeruva dCas9-KRAB valguga.  
Joonisel 11 kujutatud qPCR analüüsi tulemus AIRE-HEK/Tet rakuliinis transientselt 
ekspresseeritud dCas9-KRAB liitvalguga sooritatud knockdown katsetes näitas detekteeritavat 
dCas9-KRAB signaali nii doksütsükliiniga indutseeritud kui ka indutseerimata proovides. 
Küll aga tõusis dCas9-KRAB ekspressioon doksütsükliini lisamisel ligi 32 korda ning oli 
seega tugevalt indutseeritav. Indutseerimata proovidest mõõdetud dCas9-KRAB signaal võib 
tulla nii mittetäielikult õnnestunud DNaasi töötlusest kui ka Tet-On süsteemide puhul 
esinevast geeni taustekspressioonist. Igal juhul on transientselt ekspresseeritud dCas9-KRAB 
geeni tase kõrgem ning spetsiifilisem kui HEK1.12 rakuliini puhul.  
 
Joonis 11. Transientne dCas9-KRAB liitvalgu ekspressioon AIRE-HEK/Tet rakuliinis. 
dCas9-KRAB geeniekspressiooni taset mõõdeti qPCR meetodil nii transfekteerimata, pX330-
EGFP plasmiidiga transfekteeritud kui ka gRNA järjestustega plasmiididega proovides. Katse 
sooritati kolmes korduses ning geeniekspressiooni mõõdeti nii doksütsükliiniga 
indutseerimata („KTR“) kui ka indutseeritud („DOX“) proovides. „+dCas9-KRAB“ tähistab 
joonisel proove, mida oli transfekteeritud dCas9-KRAB valgu järjestust kandva plasmiidiga. 
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Transientselt ekspresseeritud dCas9-KRAB liitvalguga proovidele sooritati ka Western Blot 
analüüs, milles detekteeriti nii dCas9-KRAB kui ka AIRE valku. Joonisel 12 olevatel 
joonistel on kujutatud nii doksütsükliinita kui ka doksütsükliiniga indutseeritud knockdown 
katse proovid. Kui joonisel 12A ei ole indutseerimata proovides dCas9-KRAB ekspressiooni 
valgu tasandil tuvastatud, siis doksütsükliini induktsiooniga proovides on dCas9-KRAB 
selgelt detekteeritav. Seega ei pruugi ka qPCR analüüsiga indutseerimata proovides tuvastatud 
dCas9-KRAB valgu ekspressioonil olla valitud AIRE partnervalkude geenide ekspressioonile 
tugevat mõju. Joonisel 12B oleval joonisel on valgu tasemel selgelt näha, kuidas 
doksütsükliini lisamine aktiveerib AIRE ekspressiooni. Seega olid selles mudelsüsteemis 
ekspresseerunud nii dCas9-KRAB kui ka AIRE.  
 
 
Joonis 12. Western Blot analüüs dCas9-KRAB ja AIRE valgule transientselt 
ekspresseeruva dCas9-KRAB liitvalguga proovides. Western Blot pildid dCas9-KRAB (A) 
ja AIRE (B) valgu ekspressioonist doksütsükliiniga indutseerimata („KTR“) ning 
indutseeritud („DOX“) proovides. Proovideks olid transfekteerimata ja ka pX330-EGFP 
plasmiidiga ja gRNA järjestusi kandvate plasmiididega transfekteeritud AIRE-HEK/Tet 
rakud. dCas9-KRAB järjestust kandev plasmiid oli transfekteeritud proovidesse 3-10. 
 
AIRE partnervalkude knockdown katseid jätkati seitsme geeniga (joonis 13). Sõltumatute 
kontrollproovidena kasutati nii pX330-EGFP transfektsiooni (võrdlustes DNAPK, PARP1, 
KAP1 ja BRD4 spetsiifiliste gRNA transfektsioonidega) kui ka pX330-EGFP transfektsiooni 
koos dCas9-KRAB valku kodeerivat järjestust kandva plasmiidiga (võrlustes RUVBL1, 
TOP2A, LMNB1 spetsiifiliste gRNA transfektsioonidega). Kummagi kontrolltransfektsiooni 
enda vahel statistiliselt olulist erinevust ei leitud (tulemust ei ole esitatud). Küll aga langes 
olulisel määral mitme AIRE interkaktsioonipartneri mRNA ekspressioon peale gRNA-de 
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transfekteerimist. See oli täheldatav nii DNAPK ja PARP1 (p <0,0001), RuvBL1 ja KAP1 (p 
<0,01) kui ka TOP2A puhul (p <0,05). BRD4 ja LMNB1 puhul statistiliselt olulist erinevust 
ei leitud, kuigi vastav trend oli täheldatav kahes katsekorduses kolmest. Katse näitas selgelt, 
et oli saavutatud piisav dCas9-KRAB ekspressioonitase valitud geenide allareguleerimiseks 
ning kinnitust sai ka efektiivselt funktsioneerivate gRNA-de valik. 
 
Joonis 13. AIRE partnervalkude ekspressioon transientselt ekspresseeritud dCas9-
KRAB liitvalguga proovides. Transientselt ekspresseeritud dCas9-KRAB liitvalguga AIRE 
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interaktsioonipartnerite geenide vaigistamist tehti seitsme geeniga: DNAPK, PARP1, RuvBL1, 
KAP1, TOP2A, BRD4 ja LMNB1. Kontrollproovideks olid transfekteerimata ja pX330-EGFP 
plasmiidiga transfekteeritud AIRE-HEK/Tet rakud.  qPCR analüüsiga saadud dCt väärtused 
on välja toodud nii doksütsükliiniga indutseerimata („KTR“) kui indutseeritud („DOX“) 
proovides. „+dCas9-KRAB“ tähistab proove, mida oli transfekteeritud ka dCas9-KRAB 
liitvalgu järjestust kandva plasmiidiga. Katse sooritati kolmes korduses. Joonisel on välja 
toodud statistiliselt olulised muutused, sealjuures p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,0001 (****). 
Joonisel 14 on esitatud kolme AIRE sihtmärkgeeni ja AIRE-st sõltumatu PSMD4 geeni 
ekspressiooni doksütsükliinita ning doksütsükliiniga proovides. Oodatult tõuseb märgatavalt 
kõigi AIRE-sõltuvate geenide tase peale doksütsükliini lisamist, kuid vaatamata sellele, et 
DNAPK, PARP1, RUVBL1, KAP1 ning TOP2A ekspressioon õnnestus dCas9-KRAB 
valguga alla reguleerida, ei mõjutanud see AIRE võimet oma sihtmärkgeenide ekspressiooni 
aktiveerida. Selles katses on näha, et nii AIRE-sõltuvate kui ka PSMD4 geeni avaldumist 
stimuleerib transfektsioon plasmiidist või plasmiidide kombinatsioonist sõltumatult. Samas 
tundub vähetõenäoline, et see detekteeritud lisaaktivatsioon võiks peita AIRE partnervalkude 
vaigistamisest tuleneva mõju. Tuleb ära märkida, et CEACAM5 ekspressiooni signaal siiski 
muutus statistiliselt oluliselt peale DNA-PK ja PARP1 vaigistamist võrrelduna 
kontrolltransfektsiooniga, kuid seda ainult doksütsükliiniga indutseerimata proovides. Ilma 
AIRE aktiveeriva toimeta on CEACAM5 ekspressioonitase väga madal, kõikudes qPCR-i 
detektsiooni piiri peal, mistõttu võib oletada, et gRNA-de efekti asemel peegeldavad 
ekspressioonisignaalide erinevused juhuslikke muutuseid. 
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Joonis 14. AIRE sihtmärkgeenide ekspressioon transientselt ekspresseritud dCas9-
KRAB liitvalguga proovides. Joonisel on välja toodud qPCR analüüsist saadud dCt 
väärtused. Mõõdetud on AIRE sihtmärkgeenide (S100A8, CEACAM5, KRT73) ja AIRE-
sõltumatu geeni PSMD4 geeniekspressiooni taset. „+dCas9-KRAB“ tähistab proove, mida oli 
transfekteeritud ka dCas9-KRAB järjestust kandva plasmiidiga. Kontrollproovideks olid 
transfekteerimata ja pX330-EGFP plasmiidiga transfekteeritud AIRE-HEK/Tet rakud. Katset 
korrati kolmes korduses. Välja on toodud statistiliselt olulised muutused, sealjuures p <0,05 
(*), p <0,01 (**), p <0,001 (***), p <0,0001 (****). 
 
Kokkuvõttes jõuti järeldusele, et antud katseskeem ei sobi AIRE ja tema 
interaktsioonipartnerite mõju uurimiseks AIRE poolt vahendatud geeniaktivatsiooni 
kontekstis. Kuigi dCas9-KRAB ja gRNA-de ekspressiooniplasmiidide transientse 
transfektsiooniga saavutati loodetud knockdown efekt, ei kajastunud see AIRE 
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sihtmärkgeenide aktivatsiooni muutustes. Tõenäoliselt oleks vaja lubada dCas9-KRAB valgul 
ja gRNA-del toimida pikemaajaliselt, kuid transientse transfektsiooni korral on seda raske 
kontrollida. AIRE valku kodeeriv järjestus on 1580 aluspaari pikkune (Heino et al., 1999), 
kuid dCas9-KRAB järjestus on 4461 aluspaari pikk (Kearns et al., 2014). Rakkudel võtab 
AIRE geeni transkribeerimine ligi 3x vähem aega kui dCas9-KRAB puhul. AIRE võib oma 
sihtmärkgeenide ekspressiooni aktiveerida enne kui partnervalkude ekspressiooni on jõutud 
alla reguleerida. Seega tuleks edasistes katsetes kasutada skeemi, mille puhul toimub esmalt 
AIRE partnervalkude knockdown ning AIRE ekspressioon aktiveeritakse ajaliselt hiljem. 
Seetõttu peaks eelistama lähenemist, mis tagaks dCas9-KRAB valgu stabiilse ekspressiooni, 
milleks on dCas9-KRAB kodeerivat järjestust sisaldava genoomiga rakuliin. Keeruliseks teeb 
lahenduse see, et dCas9-KRAB on võrdlemisi suur valk (172 kDa) ja võib üleekspressiooni 
tingimustes avaldada rakkudele toksilist mõju. HEK1.12 rakuliini ekspressioonianalüüsi 
põhjal on võimalik oletada, et genoomi integreerumise järel proovivad rakud dCas9-KRAB 
järjestust vaigistada. On näidatud, et selleks muteeritakse või remodelleeritakse kromatiini, 
mis kõrvaldavad raku elutegevuseks potentsiaalse stressiallika (Kaufman et al., 2008). 
Selleks, et valgu hulka rakus kontrollida, tasub proovida dCas9-KRAB järjestuse 
ekspresseerimiseks plasmiide, mille koostisesse kuulub suhteliselt nõrk promootorjärjestus. 
Lisaks tuleks edasistes katsetes klonaalses selektsioonis dCas9-KRAB valku kodeeriva 
plasmiidi genoomi sisenemise kinnitamiseks selle järjestus genoomselt DNA-lt kontrolliks 
PCR meetodil üles amplifitseerida või ära sekveneerida.  
AIRE ja tema interaktsioonipartnerite koostoime käivitab väga võimsa transkriptsiooni 
aktivatsiooni, mille alusmehhanismid vajavad jätkuvat tähelepanu. Selle nähtuse uurimise 
jaoks sobivate mudelsüsteemide väljatöötamine on osutunud raskeks väljakutseks, kuid tehtud 
töö põhjal on kaardistatud senise metoodika kitsaskohad ja leitud suunised efektiivsemate 
lähenemiste kasutuselevõtuks. 
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KOKKUVÕTE  
Selle töö eesmärgiks oli uurida võimalust vaigistada AIRE-ga interakteeruvate valkude 
avaldumist CRISPRi meetodil ja näha, millist efekti avaldab see AIRE sihtmärkgeenide 
ekspressioonile.  
1. Selleks kloneeriti valmis pX330-EGFP vektor, kuhu sisestati 12 AIRE partnergeenide 
vastu disainitud gRNA järjestused. Transfektsiooni efektiivsust hinnati EGFP signaali 
järgi, mis oli katsetes läbivalt kõrge.  
2. Töös loodi ka dCas9-KRAB liitvalku ekspresseeriv HEK1.12 rakuliin, milles oli 
dCas9-KRAB ekspressioon doksütsükliini kontrolli all.  
3. Kuigi klonaalse selektsiooni järel leiti, et liin HEK1.12 ekspresseerib dCas9-KRAB 
geeni, ei tuvastatud dCas9-KRAB ekspressiooni hilisemates knockdown katsetes. 
Seetõttu ei nähtud selle rakuliiniga ka AIRE partnervalkude geenide vaigistamise 
efekti. Tugeva vaigistamise efektini jõuti aga katsetes, kus kasutati transientset dCas9-
KRAB ekspresseerimist vastavat järjestust kandvalt plasmiidilt.  
4. Kuigi mitme geeni puhul suudeti ekspressiooni mitmekordselt maha suruda, ei 
avaldanud see mõju AIRE sihtmärkgeenide ekspressioonile.  
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SUMMARY  
The autoimmune regulaator AIRE is known as a transcriptional regulator that functions by 
promoting transcription of thousands of tissue restricted antigens in medullary thymic 
epithelial cells (mTECs). Differentiating T cells that recognize these self antigens with high 
affinity are removed by apoptosis. This mechanism inhibits the migration of autoreactive T-
cells into peripheral tissues and leads to a immunological state called immune tolerance. 
Mutations in AIRE cause autoimmune polyglandular syndrome type 1 (APS-1), also known as 
autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy (APECED). 
To achieve its function, AIRE interacts with a number of partner proteins, many of which 
have been little studied in the context of AIRE. Therefore, the final mechanism by which 
AIRE initiates autoantigen expression in thymus remains unclear. 
The aim of this work was to investigate the possibility of silencing the expression of AIRE-
interacting proteins with CRISPR interference method to see the effect it exerts on the 
expression of AIRE target genes. For this purpose, a gRNA vector was cloned, where gRNA 
sequences designed against a selection of AIRE partner genes were inserted. The efficiency of 
transfection was assessed by EGFP signal, which was high throughout the experiments. In 
this work, a cell line, HEK1.12, expressing dCas9-KRAB was also developed, where the 
expression of dCas9-KRAB was under the control of a doxycyline inducible promoter. 
Although clonal selection indicated that the HEK1.12 cell line expresses dCas9-KRAB, the 
expression of dCas9-KRAB was not detected in subsequent knockdown experiments. 
Therefore, no knockdown effect of AIRE interaction partner genes using the HEK1.12 cell 
line was observed. However, a strong knockdown effect was achieved in experiments, where 
dCas9-KRAB was expressed transiently from a plasmid bearing the corresponding sequence. 
Although the knockdown of many genes of interest was observed, it did not affect the 
expression of AIRE target genes. 
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Tänusõnad 
Sooviksin südamest tänada oma armsa molekulaarpatoloogia uurimisrühma kõiki liikmeid, 
kes olid töö valmimisel alati abiks. Koosveedetud aeg andis palju jõudu ja oli suureks 
motivatsiooniks. Siinkohal tänan ka Pärt Petersoni võimaluse eest uurimisrühmaga liituda. 
Eraldi soovin tänada oma juhendaja Mariot, kellega koos töötamine oli suurim rõõm. Tänu 
pidevale positiivsele ja toetavale hoiakule (ka tuhande kilomeetri tagant) püsisid ka 
pingelisematel aegadel tuju hea ja motivatsioon kõrge.  
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LISAD 
Lisa 1. Töös kasutatud plasmiidide kaardid.  
Lisa 1.1 pHAGE TRE dCas9-KRAB 
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Lisa 1.2 pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 
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Lisa 1.3 pSF-CMV-Puro CMV Driven Puromycin Selection Plasmid  
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Lisa 1.4 pEGFP-N1 plasmiid  
 
 
Lisa 2. gRNA järjestused (Tabel 3). 
Tabel 3. Töös uuritud geenid ning neile vastavad gRNA järjestused. 
Geen gRNA järjestus 
DNAPK gRNA 1: GCAGGAGACCTTGTCCGCTG 
gRNA 2: GTGTGCGTTGCTCCCTGCTG 
Ku70 gRNA 1: GCCCGCTTACCTTTGGCGCA 
gRNA 2: GCGAGACCGACCGAGCGAAG 
Ku80 gRNA 1: GCGCCTGAGGACCGGCAACA 
gRNA 2: GAAGCGAGTTGCGACACGGC 
KAP1 gRNA 1: GCGCGTGGTGCGGGTTTCGG 
gRNA 2: GTGCTTGTGCTTGTGGCGCG 
PARP1 gRNA 1: GGCAGCGTGTTTCTAGGTCG 
gRNA 2: GCGCACGCGAGGCGGCGAGG 
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TOP2A gRNA 1: GCTTCTCCACAGACGCGCGT 
gRNA 2: GATTGCAGGTACGGCTCGCGG 
TOP2B gRNA 1: GCGGTGTTATGCCGGACAAG 
gRNA 2: GCTCTGTTTATTGTCCCTCT 
RUVBL1 gRNA 1: GCCGGGAGCTAAAACCAGCG 
gRNA 2: GTTACCATGCGGCCGTTACTA 
RUVBL2 gRNA 1: GAGTCTCGAGTTTGAGAGAGG 
gRNA 2: GCATGGCAACCGTTGTAAGTG 
LMNB1 gRNA 1: GCGCGGGAAAATGCAAGACGA 
gRNA 2: GTCCTCTCAGGCTGCACGGAG 
RANBP2 gRNA 1: GTGACGCAGCGCCGTAGCCGG 
gRNA 2: GGACCACTGTGACGAACTTG 
BRD4 gRNA 1: GTTCTGGTCTCCCGCAGCCG 
gRNA 2: GCGGTGACGTCAGTGCGCTGG 
 
 
Lisa 3. qPCR’i ekspressioonipraimerid (Tabel 4) 
Tabel 4. Töös kasutatud qPCR’i ekspressioonipraimerid 
Geen Praimerite järjestused 
S100A8 F: GTCTTTCAGAAGACCTGGTG 
R: CGGTCTCTAGCAATTTCTTCAG 
KRT73 F: GAGTGCAGGATGTCCGGAGAATA 
R: TTGCTGAATCCAAAGCCAGCC 
CEACAM5 F: CCTGGATGTCCTCTATGGGC 
R: TACTGCGGGGATGGGTTAGA 
HPRT F: GCAGGTATCTGGTTACTTGTTGG 
R: GCCAGCTTGATGGTCTACATTAC 
PSMD4 F: ACTTGGTCAACTACCCCCTTCT 
R: CTTACAACAGGCCAGGAGTTTC 
dCas9 F: CCACCATAGACAGAAAGCGGT      
R: TCCGAGACTGACGAGGTTCT 
DNAPK F: CATGACCTCCAGTGATCCCA 
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R:CGAAGGCCCGCTTTAAGAGA 
Ku70 F: TGACAGCTTTGAGAACCCCG 
R: CTTGGGCAATGTCAGGTCCA 
Ku80 F: GCAGTGTCACCTCTGTTGGA 
R: GCTCGGATGCAGTCTATGCT 
TOP2A F: CGGAGAGCAGCAACAAAAACA 
R: GACACGACACTTTTCTGTGGT 
TOP2B  F: AGCTGCTAAAAAGGGAAAACCG 
R: ATCCGAGTCAGAGTTTACAGCC 
  
RUVBL1 F: TGAGTGCTTCACCTACCTGC 
R: CCTCAGTGCCTCTGATGACA 
RUVBL2 F: CGGAAACGCAAGGGTACAGA 
R: TCGTTGAAGAGGAAGGCGTC 
BRD4 F: CGCCCAAAAAGGACCTGAAA 
R: GAAGCTGTCGCTGGATGACT 
PARP1 F: TGGTCTCCAAGAGTGCCAAC 
R: CCCAAACCTTTGACACTGTGC 
KAP1 F: GGATGTACCAGGGGAGGAGT 
R: TACACGCTCACATTTCCGCT 
RANBP2 F: CAGAGACAAGCAAGGCTCCA 
R: CCTGTTCCCACCTGACTTCC 
LMNB1 F: TGTGCTGTAATCGAGCTCCC 
R: CAGCTCCTCCTTCTCCTGGA 
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Lisa 4. PCR’i amplifikatsioonipraimerid (Tabel 5) ning programm (Tabel 6). 
Tabel 5. PCR’i amplifikatsioonipraimerid 
Praimer  Praimeri järjestus 
EGFP-F  AAAACCGGTATGGTGAGCAAGGGC 
EGFP-R AAAGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
eGFP F GCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGC 
R1 (pcDNA3.1 BGH) GGCAACTAGAAGGCACAGTCGAGGC 
 
Tabel 6. PCR reaktsiooni programm 
1.  2.  3.  4.  5.  
I DNA ahelate 
denaturatsioon 
II DNA ahelate 
denaturatsioon 
Praimerite 
seondumine 
DNA süntees Lõpetav DNA 
süntees 
15 min 95°C 30 s 95°C 30 s 55°C 30 s 72°C 5 min 72°C 
2.-4. osa korrati 25 korda.  
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